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1 Einleitung
1.1 Ligandengesteuerte Ionenkanäle
Ionenkanäle Ionenkanäle sind membranständige Proteine, die einen passiven 
Transport von Ionen durch die hydrophobe Lipiddoppelschicht der Membran entlang 
ihres elektrochemischen Gradienten ermöglichen. Dies führt zur Weiterleitung eines 
elektrischen Signals durch Hyper- oder Depolarisation der Membran. Sekundär 
kommt es intrazellulär zur Auslösung einer Signalkaskade. Ionenkanäle sind dabei 
besonders an der schnellen Signaltransduktion beteiligt, wie etwa der 
Signalweiterleitung an einer Synapse oder auch der Erregungsweiterleitung an 
motorischen Endplatten. Durch diese Eigenschaft unterscheiden sie sich von den 
metabotropen, G Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCRs), und Enzym assoziierten 
Rezeptoren, deren Signaltransduktion durch die Aktivierung von Second Messenger 
vermittelt wird und dadurch langsamer ist. Bei den Ionenkanälen unterscheidet man 
weiter zwischen exzitatorischen und inhibitorischen Kanälen. Exzitatorische Kanäle 
vermitteln einen Kationeneinstrom, wodurch es zu einer Depolarisation der Membran 
kommt, die zum Beispiel zur Auslösung eines Aktionspotentials an Synapsen führen 
kann. Inhibitorische Rezeptoren führen zu einem Anioneneinstrom, welcher in der 
Regel zu einer Hyperpolarisation führt. 
Man unterscheidet drei Arten von Ionenkanälen nach der Art, wie sie aktiviert 
werden. Spannungsabhängige Ionenkanäle (Voltage gated Ion Channels, VGICs) 
werden durch eine Änderung des Membranpotentials aktiviert. Ein Beispiel für diese 
Klasse sind spannungsabhängige Natriumkanäle. Ligandengesteuerte Ionenkanäle 
(Ligand gated Ion channels, LGICs) werden durch die Bindung spezifischer 
Signalmoleküle, meist Neurotransmitter, aktiviert. Die dritte Klasse umfasst die 
Mechanosensitiven Ionenkanäle, welche durch mechanische Reize, etwa die 
Dehnung der Zellmembran durch osmoregulatorische Prozesse, aktiviert werden.
LGICs Bei Ligandengesteuerten Ionenkanälen führt die Bindung des Liganden 
zu einer Konformationsänderung, die zur Öffnung oder Schließung einer zentralen 
Kanalpore führt. Welche Ionen die Kanalpore passieren können, wird durch 
Selektivitätsfilter kontrolliert. Die Selektivitätsfilter sind zum einen durch den 
Porendurchmesser bestimmt und zum anderen durch die Ladung der 
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Aminosäureseitenketten in diesem Porenabschnitt. Physiologische Liganden sind 
Neurotransmitter wie γ-Aminobuttersäure (GABA), Glycin, Glutamat, ATP, Serotonin 
oder Acetylcholin. 
Es gibt drei Superfamilien unter den Ligandengesteuerten Ionenkanälen, 
welche nach ihrer Quartärstruktur und ihren Grundaufbau unterschieden werden. Die 
Primärsequenz zwischen den einzelnen Superfamilien ist nicht konserviert (Barrera 
et al. 2008; Khakh 2001; Nicke 1999; North 1996). Die erste Familie sind die Cys-
Loop Rezeptoren, zu welchen der nikotinische Acetylcholin Rezeptor, der 
Serotoninrezeptor 5HT3, der Glycin Rezeptor, der GABAA und der GABAc Rezeptor 
zählen sowie verschiedene Glutamat-, Histamin-, oder Serotonin-aktivierte Kanäle 
einiger Invertebraten. Die zweite Familie umfasst die Glutamat aktivierten 
Kationenkanäle, wie den α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionicsäure-
Rezeptor (AMPA-Rezeptor), den N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor (NMDA) und die 
Kainatrezeptoren. Diese Rezeptoren sind ausschließlich exzitatorische 
Kationenkanäle. Die dritte Familie wird durch die ATP gesteuerten P2X-Rezeptoren 
gebildet. 
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Abbildung 1:Schematische Darstellung von Topologie und Quartärzustand der Hauptklassen 
an LGICs.
A, Topologie einzelner Untereinheiten von Cys-loop-Rezeptoren, Glutamatrezeptoren und P2X-
Rezeptoren. Dargestellt sind die Lokalisationen der N- und C-Termini, die Lage der 
Transmembrandomänen (TMs) und der Ligandenbindungsdomänen (lila Kreis) sowie die Cysteine 
(türkise Kreise) und Disulfidbrücken (graue Balken) B, Schema der Anzahl von Untereinheiten in den 
oligomeren Rezeptoren mit Andeutung der in den einzelnen Untereinheiten enthaltenen TMs. 
Cys-loop-Rezeptoren Die Familie der Cys-loop-Rezeptoren zeigt einen 
überwiegend heteromeren Aufbau aus unterschiedlichen Untereinheiten und 
Splicevarianten (Büttner et al. 2001; Cascio 2004; Karlin et al. 1983; Nicke et al. 
1999; Nicke et al. 2004). Jede Untereinheit hat einen extrazellulären C- und N-
Terminus verbunden durch vier Transmembrandomänen (Abbildung 1 A). 
Namensgebend ist der so genannte Cys-Loop, eine Schleife aus 15 Aminosäuren, 
welche durch eine Disulfidbrücke zwischen den Thiol-Resten von zwei Cysteinen an 
Position 1 und 15 gebildet wird. Der Cys-Loop findet sich in der 
Ligandenbindungsdomäne im N-terminalen Bereich des Proteins. Fünf 
Untereinheiten bilden den pentameren Rezeptor, wobei jede Untereinheit mit 
Transmembrandomäne (TM) 2 an die zentrale Kanalpore reicht (Abbildung 1 B). Bis 
zum heutigen Zeitpunkt ist es nicht gelungen einen vollständigen Cys-Loop Rezeptor 
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aus Vertebraten zu kristallisieren. Hingegen gibt es Kristallstrukturen des 
prokaryotischen Cys-Loop-Rezeptor-Homologs von Gloeobacter violaceus (Bocquet 
et al. 2009), dem homopentameren Glutamat-gesteuerten Chlorid Kanal  α  aus 
Caenorhabditis elegans (Hibbs, Gouaux 2011) sowie dem pentameren 
Ligandengesteuerten Ionenkanal von Erwinia chrysanthemi (Hilf, Dutzler 2008). 
Anhand dieser Kristallstrukturen und mit Hilfe elektronenmikroskopischer und 
kristallographischer Daten der extrazellulären Domäne sowie der 
Ligandenbindungsdomäne einiger Rezeptoren konnten Strukturmodelle erstellt 
werden, welche die quartäre Struktur der Kanäle voraussagen (Brejc et al. 2001; 
Miyazawa et al. 2003; Unwin 2005; Jin et al. 2009; Furukawa et al. 2005). 
Glutamatrezeptoren Glutamatrezeptoruntereinheiten bilden als 
Quartärstruktur ein Tetramer, wobei jede Untereinheit einen extrazellulären N-
Terminus, drei Transmembrandomänen und einen intrazellulären C-Terminus besitzt. 
Zwischen der ersten und zweiten Transmembrandomäne befindet sich ein reentry 
loop, welcher vermutlich die Kationenselektivität bestimmt (Abbildung 1 A). Es 
existieren Kristallstrukturen vom AMPA-Rezeptor (Sobolevsky et al. 2009), der 
Ligandenbindungsdomänen des Glutamat-Rezeptors 2, des Kainat-Rezeptors GluR5 
und des NMDA-Rezeptors NR1 (Lunn et al. 2003; Inanobe et al. 2005; Mayer et al. 
2006; Mayer 2006). 
P2X-Rezeptoren Der physiologische Ligand der P2X-Rezeptoren ist ATP. Ihre 
Quartärstruktur entspricht einem Trimer, wobei jede Untereinheit aus zwei 
Transmembrandomänen besteht, welche durch eine extrazelluläre Schleife 
miteinander verbunden sind (Abbildung 1 A). Der N- und der C-Terminus liegen
intrazellulär (Nicke et al. 1998). Diese Struktur wird durch die Kristallstrukturen des 
P2X4-Rezeptor aus dem Zebrafisch bestätigt, die inzwischen in zwei Formen 
vorliegt: in der geschlossenen Form (Kawate et al. 2009) sowie in der mit 
gebundenem ATP (Hattori, Gouaux 2012). Im nächsten Kapitel wird detaillierter auf 
die strukturellen Besonderheiten dieser Rezeptorfamilie eingegangen. 
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1.2 Purinerge Rezeptoren
Systematik purinerger Rezeptoren    Purine, ATP und Adenosin, dienen 
neben ihrer Rolle im Metabolismus, auch als Neurotransmitter und Cotransmitter im 
zentralen und peripheren Nervensystem (Burnstock 1972). ATP wird dabei häufig als 
Cotransmitter mit Liganden anderer LGICs freigesetzt, wie beispielsweise 
Noradrenalin. Im sensorischen Nervensystem ist ATP vermutlich der erste Mediator 
von Gewebeschäden und aktiviert primäre Afferenzen. Das aktivierende ATP stammt 
hier vermutlich aus den geschädigten Zellen. Man unterscheidet zwei Klassen von 
purinergen Rezeptoren, die mit dem freigesetzten ATP und seinen Derivaten 
interagieren. Die P1-Rezeptoren sind G-protein gekoppelte Rezeptoren, welche 
durch Adenosin aktiviert werden. P2-Rezeptoren werden durch ATP und ADP 
aktiviert. Wie bereits im vorangegangenen Kapitel beschrieben gehören die P2X-
Rezeptoren zur Gruppe der Ligandengesteuerten Ionenkanäle. Durch die Bindung 
von ATP an das Rezeptortrimer kommt es zur Öffnung der Kanalpore und Natrium-
und Calciumionen wandern entlang ihres Konzentrationsgradienten in die Zelle. 
Gleichzeitig kommt es zu einem Ausstrom von Kaliumionen. Die P2X-Rezeptoren 
sind also kationenselektive Ionenkanäle. Neben den ionotropen P2X-Rezeptoren 
kann ATP außerdem noch die metabotropen P2Y-Rezeptoren aktivieren. Hierbei 
handelt es sich um eine Klasse G-Protein gekoppelter Rezeptoren in der bisher acht 
Mitglieder beschrieben wurden: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13, 
P2Y14. Die Klasse zeigt keine chronologische Reihenfolge, da bei einigen 
Mitgliedern, wie beispielsweise dem P2Y3, nachträglich die Interaktion mit ATP, ADP 
oder UTP nicht bestätigt werden konnte. Purinerge Rezeptoren spielen unter 
anderem eine Rolle bei der synaptischen Transmission, presynaptischen, 
Modulation, Schmerzweiterleitung, interstinaler Beweglichkeit, exokrinen und 
endokrinen Sekretion, der Immunantwort, Entzündungsprozessen, Zellproliferation, 
Apoptose, Gefäßregulation und auch bei sensorischen Prozessen wie dem 
Schmecken, dem Hör- oder Sehvorgang. Im Folgenden wird nun auf die in dieser 
Arbeit untersuchten P2X-Rezeptoren genauer eingegangen.
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Systematik der P2X-Rezeptoren Die Klasse der P2X-Rezeptoren umfasst 
sieben Untereinheiten (North 2002). Dabei wird jede Untereinheit durch ein eigenes 
Gen kodiert und die Einteilung von P2X1 bis 7 erfolgte nach der Reihenfolge in der 
die Rezeptoruntereinheiten kloniert wurden (Roberts et al. 2006; North 2002). Die 
Untereinheiten haben unterschiedliche Größen und die Länge ihrer Primärsequenz 
reicht von 379 Aminosäuren (P2X6 der Ratte) bis 595 Aminosäuren (menschlicher 
P2X7) (Kaczmarek-Hájek et al. 2012). Es existieren verschiedene Splicevarianten 
von P2X1-, P2X2-, P2X4-, P2X5- und P2X7-Untereinheiten.
Sequenzmotive der P2X-Untereinheiten Die Rezeptoruntereinheiten haben 
untereinander konservierte Sequenzmotive und zeigen 40-55% Übereinstimmung in 
ihrer Aminosäuresequenz (North 2002). Zu den konservierten Motiven gehört neben 
der Ligandenbindungsdomäne in der extrazellulären Schleife ein TX(R/K)-Motiv im N-
Terminus, welches durch die Proteinkinase C (PKC) phosphoryliert werden kann 
(Boué-Grabot et al. 2000), wobei jedoch die Frage der tatsächlichen 
Phosphorylierung dieses Motivs in verschiedenen P2X-Untereinheiten immer noch 
ungeklärt ist (Franklin et al. 2007; Brown, Yule 2007; Vial et al. 2004). Der C-
Terminus ist dagegen kaum konserviert; als einzige konservierte Sequenz findet man 
ein YXXXK-Motiv, welches scheinbar Einfluss auf die Stabilität und das Trafficking 
der Rezeptoruntereinheiten zur Oberfläche hat (Chaumont et al. 2004).  Da der C-
Terminus so unterschiedlich ist, vermittelt er vermutlich die verschiedenen 
elektrophysiologischen Eigenschaften der verschiedenen Untereinheiten.
Aufbau einer P2X-Untereinheit P2X-Rezeptoruntereinheiten haben die 
gleiche Topologie. Ein Monomer hat zwei Transmembrandomänen, verbunden durch 
eine extrazelluläre Schleife. N- und C-Terminus liegen intrazellulär (Egan et al. 2004). 
Die extrazelluläre Schleife weist N-Glykosilierungsstellen auf, welche die 
Rezeptorfunktion regulieren (Nicke et al. 1998; Rettinger et al. 2000), wobei diese 
nur partiell konserviert sind. Dort finden sich außerdem zehn zwischen allen sieben 
P2X-Untereinheiten konservierte Cysteine, welche Disulfidbrücken miteinander 
ausbilden und so vermutlich die korrekte Faltung und Stabilität der 
Rezeptoruntereinheiten koordinieren (Clyne et al. 2002; Ennion, Evans 2002). Die 
Kanalpore wird durch die ringförmige Anordnung der drei zweiten TMs im Trimer 
gebildet (Abbildung 2 B) (Kawate et al. 2009). 
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Die Struktur der P2X-Rezeptor ähnelt dem Körper eines Delphin (Kawate et al. 
2009) (Abbildung 3 aus Hausmann et al. 2013). Dabei ähneln die 
Transmembrandomänen und die extrazellulär Region die Schwanzflosse und dem 
Körper. Am Körper angegliedert sind die Kopf-Domäne, die Rückenflosse, und die 
beiden Seitenflossen. 
offengeschlossen
Abbildung 2:Schematische Darstellung der Röntgenkristallstruktur des Zebrafisch ΔP2X4.
Ansicht der homomeren Zebrafisch P2X4 Struktur im offenen (Kawate et al. 2009) und 
geschlossenen (Hattori, Gouaux 2012) Zustand. Oben: Ansicht parallel zur Membran. Jede 
Untereinheit ist in einer anderen Farbe dargestellt. Die grauen Balken markieren die ungefähre Lage 
der Zellmembran. Unten: Ansicht  parallel der Molekülachse von der extrazellulären Seite der 
Membran (Kawate et al. 2009). 
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Quartärstruktur von P2X-Rezeptortrimeren Der funktionelle P2X-Rezeptor 
assembliert aus drei Untereinheiten und kann als Homotrimer oder Heterotrimer 
vorliegen (Abbildung 2) (Nicke et al. 1998). Die Assemblierung zu Trimeren konnte 
bisher mit einer Reihe von Techniken nachgewiesen werden. Dazu gehören 
chemisches Crosslinking (Nicke et al. 1998), Blaue Native Polyacrylamid 
Gelelektrophorese (BN-PAGE) (Nicke et al. 1998; Aschrafi et al. 2004), Atomic force 
Mikroskopie (Barrera et al. 2005), Elektronenmikroskopie (Mio et al. 2005; Mio et al. 
2009) und schließlich die Röntgenkristallstruktur im geschlossenen (Kawate et al. 
2009) und im offenen Zustand (Hattori, Gouaux 2012) (Abbildung 2). Alle P2X-
Untereinheiten bis auf P2X6 können funktionale Homotrimere bilden (Aschrafi et al. 
2004). Zusätzlich wurde eine Heteromerbildung zwischen folgenden Rezeptoren 
beschrieben: P2X1/2, P2X1/4, P2X1/5, P2X2/3, P2X2/5, P2X2/6, P2X4/5 und 
P2X4/6. Eine Heteromerbildung zwischen P2X4 und P2X7 wird außerdem diskutiert 
(Roberts et al. 2006; Nicke 2008; Compan et al. 2012). In nativen Geweben konnten 
allerdings bislang zweifelsfrei nur die Heterotrimere zwischen P2X1 und P2X5 in 
Astrozyten (Lalo et al. 2008; Palygin et al. 2010), P2X2 und P2X3 in sensorischen 
Ganglien (Ueno et al. 1999) und die Heteromere zwischen P2X2 und P2X6 auf 
neuronalen Stammzellen (Majumder et al. 2007; Schwindt et al. 2011) nachgewiesen 
werden. Neben der Expression von Heteromeren wird diskutiert, ob einige P2X-
Rezeptor Homomere mit anderen Rezeptorhomomeren interagieren und so 
Hexamere oder Nonamere Komplexe bilden. Antonio und Mitarbeiter konnten 2011 
zeigen, dass es eine Interaktion zwischen P2X4 und P2X7 sowie P2X2 und 4 gibt, 
die nicht auf einer Heteromerbildung basiert (Antonio et al. 2011).  
ATP-Bindung an P2X-Rezeptoren Während homomere P2X7-Rezeptoren 
durch eine ATP-Konzentration von 100-1000 µM aktiviert werden, besitzen die 
anderen homomeren Subtypen und Heteromere EC50 Werte zwischen 1 und 10 µM 
(Egan et al. 2006). Die ATP Bindungstasche wird durch eine tiefe Tasche zwischen 
zwei Untereinheiten gebildet, wobei die obere Seite durch die Kopf-Domäne der 
Untereinheit (A) und die Unterseite durch die Seitenflosse von  Untereinheit (B) 
gebildet wird (Kawate et al. 2009).
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Abbildung 3: Homologiemodell einer rP2X2-
Untereinheit im geschlossenen Zustand. 
Seitenansicht einer rP2X2-Untereinheit in 
Bandpräsentation.  Die  α-Helices  und  β-Faltblätter sind 
nacheinander nummeriert. Die graue Kontur deutet die 
Delphinform einer einzelnen Untereinheit an. Dabei ist 
der Körper blau, die Schwanzflosse grün, der Kopf 
rosa, die Rückenflosse orange, die rechte Seitenflosse 
rot und die linke Seitenflosse gelb). Die Seitenketten mit 
Glutaminsäure 167 und Arginin 290 sind hervorgehoben 
durch eine ausfüllende Darstellung. Aus Hausmann et 
al. 2013.
Zu den Aminosäuren, die in allen P2X-Untereinheiten konserviert sind, gehört 
das NFR-Motiv, nach der Nummerierung im P2X2-Rezeptor der Ratte an Position 
288-290, welches wichtig für die ATP-Bindung ist. Das NFR-Motiv ist in allen P2X-
Untereinheiten vorhanden und befindet sich in der extrazellulären Schleife nahe der 
zweiten Transmembrandomäne (Guerlet et al. 2008; Roberts et al. 2008; Wolf et al. 
2011; Jiang et al. 2000; Ennion et al. 2000; Roberts, Evans 2004). Sehr wichtig für 
die Bindung sind außerdem die Lysine in den Positionen 69, 71 und 308 (Roberts et 
al. 2008). Das Lysin in Position 69 der Untereinheit B interagiert durch seine negative 
Ladung mit den drei positiv geladenen Phosphatgruppen des ATP (Hattori, Gouaux 
2012). Asparaginsäure 288 und Lysin 308 der Untereinheit A formen zusätzlich eine 
Verbindung  mit  dem  β-Phosphat des ATP (Hattori, Gouaux 2012). Lysin 308 
interagiert zusätzlich genauso wie Arginin 290 von Untereinheit A und Lysin 71 von 
Untereinheit  B mit  dem  γ-Phosphat des ATP (Hattori, Gouaux 2012). Diese vielen 
Interaktionen verschiedener Aminosäuren gerade mit dem β-  und  γ-Phosphat des 
ATP sind eine Erklärung dafür, warum ADP und AMP eine geringe bzw. gar keine 
Wirksamkeit an P2X-Rezeptoren zeigen (Hattori, Gouaux 2012). Weitere wichtige 
Aminosäuren bei der Bindung von ATP sind das Glycin an Position 72 und die 
Glutaminsäure an Position 167 (Wolf et al. 2011). 
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Gating Durch die Bindung von ATP kommt es zu einer 
Konformationsänderung der P2X-Untereinheiten, die zu einer Öffnung der Kanalpore 
führt. Vergleicht man die Kristallstruktur des offenen mit der des geschlossenen 
Zustandes (Abbildung 2) kann man erkennen, dass die Transmembranregionen der 
einzelnen P2X-Untereinheiten sich wie eine Irisblende öffnen (Hattori, Gouaux 2012). 
Dadurch bewegen sie sich von der zentralen Achse weg und vergrößern die 
Kanalpore um ca. 3 Angström (Hattori, Gouaux 2012). Durch diese 
Konformationsänderung ändern sich auch die Interaktionen zwischen Aminosäuren 
verschiedener Untereinheiten. In der geschlossenen Konformation gibt es 
Interaktionen zwischen den verschiedenen TM2s über die Reste Leucin 340, Leucin 
346 and Alanin 347 (Zählweise nach zfP2X4). Durch diese Interaktionen wird die 
geschlossene Konformation stabilisiert (Hattori, Gouaux 2012). Wenn der Kanal sich 
durch die ATP-Bindung öffnet, werden diese Verbindungen zerstört, da sich die 
Transmembrandomänen von der zentralen Achse weg bewegen. Gleichzeitig mit der 
kreisförmigen Bewegung der Transmembrandomänen kommt es zu einem Abknicken 
der TM2, wodurch neue Interaktionen zwischen Aminosäuren verschiedener 
Untereinheiten entstehen können. Dazu gehören Leucin 346 and Isoleucin 355, 
welche die offene Konformation stabilisieren (Hattori, Gouaux 2012). Der Knick findet 
sich an Position 350, wo man ein Glycin findet, welches als Drehangel beim Gating 
vorgeschlagen wurde (Khakh et al. 1999).
Wenn ATP in die Tasche zwischen den beiden Untereinheiten bindet, kommt 
es an der ATP-Bindestelle zur Verschließung dieser Tasche zwischen Kopfdomäne 
und der Rückenflosse. Dabei bewegt sich die Rückenflosse nach „oben“ auf die 
Kopfdomäne zu. Dadurch wird das ATP von hauptsächlich hydrophoben Aminosäure 
Resten umgeben.  ATP drückt bei dieser Bewegung die linken Seitenflossen aus der 
Tasche. Seitenflosse und Rückenflosse sind dabei am unteren Körper „befestigt“, 
was zu einer Biegung der Körperdomäne nach außen führt. Dabei verhält sich der 
obere Körperbereich wie ein starrer Körper. Der untere Körper ist direkt mit den TMs 
verbunden, und seine Biegung führt zu der Öffnung der Kanalpore durch die 
Irisgleichen Bewegungen der TMs (Hattori, Gouaux 2012).
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Expressionsorte von P2X-Untereinheiten P2X-Untereinheiten konnten in 
verschiedenen Organismen nachgewiesen werden. So findet man P2X-
Untereinheiten nicht nur in Säugetieren, sondern beispielsweise auch im Zebrafisch, 
Danio rerio, (Egan et al. 2000), Amöben, Dictyostelium discoideum, (Fountain et al. 
2007), oder der Spitzschlammschnecke, Lymnea stagnalis, (Bavan et al. 2012). 
Allerdings konnten in wichtigen biologischen Modellorganismen wie dem Fadenwurm 
Caenorhabditis elegans oder der Fruchtfliege Drosophila melanogaster bislang keine 
P2X-Homologe nachgewiesen werden. Auch Hefen und Prokaryoten scheinen keine 
P2X-Rezeptoren zu exprimieren. 
P2X-Rezeptoren werden insbesondere im zentralen sowie peripheren 
Nervensystem exprimiert (Collo et al. 1996). Dabei findet man Untereinheiten in 
sensorischen Ganglien, in neuronalen Zellen, sowie auf Gliazellen (Chizh, Illes 2001; 
North 2002). P2X-Rezeptor vermittelte Ströme wurden in verschiedenen Regionen 
des Gehirns nachgewiesen, wie beispielsweise der Habenula, dem Hippocampus, 
dem Nucleus accumbens, dem Cerebellum oder dem Cortex (Burnstock 2007; 
Franke et al. 2001; North, Verkhratsky 2006; Loesch, Burnstock 1998). Außerhalb
des Gehirns konnten alle P2X-Untereinheiten bis auf P2X7 im Rückenmark 
nachgewiesen werden (Collo et al. 1996; Vulchanova et al. 1997; Vulchanova et al. 
1996; Collo et al. 1997). Im peripheren Nervensystem wurden mittels mRNA Isolation 
und Immunhistochemie alle P2X-Untereinheiten auf sensorischen Nerven 
nachgewiesen, wobei die meisten Zellen P2X3 exprimieren (Burnstock 2007). Dies 
gilt auch für die dorsalen Hinterwurzelganglien des Rückenmarks (DRG) (Dunn et al. 
2001). Dabei findet man P2X-Rezeptoren auf nociceptiven Neuronen, welche an der 
Modulation von Schmerzreizen aus der Peripherie zum Rückenmark beteiligt sind 
(Gerevich, Illes 2004). Außerhalb des Nervensystems findet man P2X-Rezeptoren 
auf glatten Muskelzellen und Endothelzellen (Surprenant et al. 2000; North 2002). 
P2X4 und P2X7 finden sich in Zellen des Immunsystems. 
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1.3 Der P2X2-Rezeptor
Expressionsorte P2X2-Rezeptoren wurden aus Phäochromozytom Zellen 
der Zelllinie PC12 kloniert (Brake et al. 1994). P2X2-Rezeptoren werden im 
peripheren sowie zentralen Nervensystem exprimiert und finden sich dort 
beispielsweise in den Hinterwurzelganglien, Trigeminusganglien, der Amygdala, dem 
Hippocampus (Richler et al. 2011), dem Cortex (Serrano et al. 2012), dem 
olfaktorischen Bulbus (Kanjhan et al. 1999), dem Cerebellum (Rubio, Soto 2001), 
dem dorsalen Horn des Rückenmarks (Collo et al. 1996) und der Medulla oblongata 
(Vulchanova et al. 1996). Weiterhin sind sie auf den sensorischen Nervenendigungen 
in Geschmacksknospen (Bo et al. 1999; Ishida et al. 2009) und der Cochlea (Yan et 
al. 2013) lokalisiert. Außerhalb des Nervensystem werden P2X2–Rezeptoren 
beispielsweise auf Urothelzellen (Studeny et al. 2005), Sertoli-Zellen (Veitinger et al. 
2011), Skelettmuskelzellen (Ryten et al. 2001) und der Herzmuskulatur (Nori et al. 
1998) exprimiert. In Hinterwurzelganglien finden sich P2X2-Untereinheiten vor allen 
Dingen in kleinen und mittleren Neuronen, sowie der im nächsten Kapitel 
beschriebene P2X3-Rezeptor (Serrano et al. 2012). Der Vergleich der Expression 
von P2X2-Untereinheiten bei verschiedenen Arten hat gezeigt, dass P2X2-
Untereinheiten in Nagetieren scheinbar globaler exprimiert werden als in Primaten. 
Serrano und Mitarbeiter verglichen die Expression von P2X2- und P2X3-
Untereinheiten in Primaten mit der in Nagetieren und konnten keine P2X2-
Expression in den Hinterwurzelganglien von Affen nachweisen (Serrano et al. 2012). 
Dies lässt vermuten, dass der P2X2-Rezeptor in Primaten keine große Rolle 
zumindest an sensorischen Prozessen in der Peripherie hat und auch dass der 
heteromere P2X2/3-Rezeptor keine große Rolle spielt.
Physiologie Zu den physiologischen Vorgängen, an denen P2X2-Rezeptoren 
beteiligt sind, gehören motorisches Lernen und Koordination (Kanjhan et al. 1996), 
die Regulierung der Hormonausschüttung aus der Hypophyse (Tomić  et  al.  1996; 
Knight, Burnstock 2004) und die Kontraktion glatter Muskelzellen im Colon (Lee et al. 
2005). Außerdem kommt es zu einer Erhöhung der P2X2-Expression in Urothelzellen 
bei interstitieller Cystitis (Tempest et al. 2004). Keine Rolle spielt der P2X2-Rezeptor 
in der Schmerzweiterleitung: P2X2-Knockout-Mäuse zeigen im Gegensatz zu P2X3-
Knockout-Mäusen keine Veränderung in ihrem schmerzabwehrenden Verhalten im 
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Vergleich zur Kontrollgruppe nach interplanarer Injektion von P2X-Agonisten 
(Cockayne et al. 2005). Sie reagieren auch auf akute schmerzhafte thermale Stimuli 
unverändert.  
Pharmakologie Der P2X2-Rezeptor hat einen ATP-EC50 von 10 µM (Brake et 
al. 1994) und ist langsam desensibilisierend im Gegensatz zu beispielsweise dem 
P2X3-Rezeptor. Dabei wird die Funktion durch die Rezeptordichte beeinflusst, denn 
bei einer höheren Rezeptordichte reagiert der P2X2-Rezeptor sensitiver gegenüber 
ATP (Fujiwara, Kubo 2004). Außerdem kann man beim homomeren P2X2-Rezeptor 
den Prozess der Porendilatation beobachten. Nach lang anhaltender ATP-Stimulation 
wird der Rezeptor durchlässig für organische Kationen (Virginio et al. 1999). P2X2-
Rezeptoren werden durch die P2X-Rezeptor Antagonisten Suramin und 
Pyridoxalphosphat-6-azophenyl-2',4'-disulfonische Säure (PPADS) geblockt. 
Außerdem existieren spezifische P2X2-Rezeptor Antagonisten: NF770, ein 
Suraminderivat (Wolf et al. 2011) und PSB-1011 (1-amino-4-[3-(4,6-dichloro[1, 
3,5]triazine-2-ylamino)-4-sulfophenylamino]-9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracene-2-
sulfonat, Dinatrium-Salz), ein Anthraquinonderivat (Baqi et al. 2011).
1.4 Der P2X3-Rezeptor
Expressionsorte Das P2X3-Transkript wurde aus sensorischen Neuronen der 
Ratte kloniert (Chen et al. 1995). P2X3-Untereinheiten werden hauptsächlich in 
peripheren sensorischen Neuronen exprimiert, auf so genannten Nozizeptoren (Chen 
et al. 1995; Vulchanova et al. 1997; Vulchanova et al. 1998). Nozizeptoren  sind  freie 
Nervenendigungen sensibler Neurone des Rückenmarks und kommen in allen 
schmerzempfindlichen Geweben des Körpers vor. Die Zellkörper dieser primären 
Afferenzen finden sich in den Hinterwurzelganglien des Rückenmarks (engl.: dorsal 
root ganglia = DRGs) und auch dort wurde die Expression von P2X3-Rezeptoren 
nachgewiesen (Bradbury et al. 1998). Dort finden sich P2X3-Untereinheiten 
präferentiell in C-Faser Neuronen, die unmyelinisiert sind (Lewis et al. 1995) und das 
Isolektin B4 (IB4) binden. IB4 bindet an eine Population kleiner DRG-Neurone 
(Silverman, Kruger 1988). P2X3-Rezeptoren und das P2X2/3-Heteromer wurde auf 
primären Afferenzen auch funktionell in vivo (Bland-Ward, Humphrey 1997; Zhong et 
al. 2001) und in vitro elektrophysiologisch nachgewiesen (Lewis et al. 1995; Cook et 
al. 1997; Ueno et al. 1999). Kleine DRG-Neuronen, Nozizeptoren, die auf die 
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Stimulation mit Capsaicin reagieren, exprimieren in der Regel das P2X3-Homomer 
und mittlere Neurone, die nicht auf Capsaicin reagieren, den heteromeren P2X2/3-
Rezeptor (Ueno et al. 1999). Nur wenige größere Neurone zeigen eine P2X3-
Expression (Bradbury et al. 1998). Die Mehrzahl der P2X3-Rezeptor exprimierenden 
Neurone projiziert in Lamina II des Rückenmarks (Vulchanova et al. 1997).
Passend zu der isolierten Expression auf sensorischen Neuronen wurden 
P2X3-Rezeptoren auch in trigeminalen Ganglien nachgewiesen (Xiang et al. 1998; 
Collo et al. 1996; Staikopoulos et al. 2007). Sensorische Neurone in vielen Geweben 
exprimieren P2X3-Untereinheiten, so unter anderem die Neurone in der Pulpa von 
Zähnen (Cook et al. 1997), in Geschmacksknospen der Zunge (Bo et al. 1999) sowie 
im suburothelialen Plexus (Studeny et al. 2005).
Physiologie Der P2X3-Rezeptor sowie der heterotrimere P2X2/3-Rezeptor 
spielen eine Rolle bei der Schmerzweiterleitung (Jarvis 2003; Jarvis 2010). Eine 
weitere physiologische Aufgabe ist die Regulation der Blasenfunktion. P2X3-
Knockout-Mäuse merken nicht, ob ihre Blase gefüllt ist und urinieren daher 
unkontrolliert (Cockayne et al. 2000). Auch bei der Geschmackswahrnehmung spielt 
der P2X3-Rezeptor eine Rolle, denn P2X3-Knockoutmäuse sind geschmacksblind 
für salzige und süße Stimuli (Eddy et al. 2009).
Pharmakologie Homomere P2X3-Rezeptoren desensibilisieren schnell und 
lang anhaltend (Lewis et al. 1998; Ding, Sachs 1999). Bei Raumtemperatur bleibt der 
P2X3-Rezeptor dabei bis zu 20 Minuten desensibilisiert (Cook et al. 1998). Durch 
Erhöhung der Temperatur kommt es zu einem schnelleren Trafficking neuer P2X3-
Rezeptoren zur Membran und somit zu einer schnelleren Wiedererregbarkeit der 
Zelle (Pryazhnikov et al. 2011). Bereits nanomolare ATP-Konzentrationen reichen 
aus um den Rezeptor auf sensorischen Neuronen zu aktivieren (Sokolova et al. 
2006) und der EC50 von ATP ist 1,2 µmol/l (Chen et al. 1995). Die Funktion von 
P2X3-Rezeptoren wird durch verschiedene Ionen moduliert. Während Protonen und 
Calciumionen ATP-Vermittelte Ströme inhibieren (Stoop et al. 1997), kommt es bei 
der Anwesenheit von Zinkionen zu einer Verstärkung der ATP-Vermittelten P2X3-
Ströme (Gever et al. 2006). Man kann anhand ihrer ATP-Vermittelten Ströme 
homomere P2X3-Rezeptoren von heteromeren P2X2/3-Rezeptoren unterscheiden. 
P2X2/3-Rezeptoren desensibilisieren langsamer, so wie P2X2-Rezeptoren (Collo et 
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al. 1996), während sie sich pharmakologisch wie P2X3-Homomere verhalten 
(Radford et al. 1997; Lewis et al. 1998). Aufgrund dieser Eigenschaften konnte man 
dieses Rezeptorheteromer in nativen sensorischen Ganglien nachweisen und es dort 
anhand der Kinetik von homomeren P2X3-Rezeptoren unterscheiden (Burgard et al. 
1999; Rae et al. 1998). α, β-Methylenadenosin-5'-triphosphat  (αβ-me-ATP) wirkt mit 
einem EC50 von 1 µmol/l als Agonist für P2X3-Rezeptoren und wirkt darüber hinaus 
auch als Agonist an P2X2/3-Rezeptoren (Gever et al. 2006). Sogar in nanomolaren 
Konzentrationen aktiviert 2'(3')-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5'-triphosphat (Bz-
ATP) homomere P2X3- und heteromere P2X2/3-Rezeptoren. P2X1-, P2X3- und 
P2X2/3-Rezeptoren werden hochpotent durch 2',3'-O-(2, 4,6-Trinitrophenyl)adenosin-
5'-triphosphat (TNP-ATP) inhibiert mit einem IC50 von 1 nmol/l (Virginio et al. 1998). 
Auch PPADS und Suramin blocken ATP-Vermittelte Ströme an P2X3-Rezeptoren.
Das Suraminderivat NF110 blockiert selektiv ATP-Vermittelte Ströme von P2X3-
Rezeptoren in Xenopus laevis Oozyten (Hausmann et al. 2006). A-317491 ist ein von 
der Firma Abbott entwickelter selektiver, kompetetiver Antagonist sowohl für 
homomere P2X3-Rezeptoren, als auch für heteromere P2X2/3-Rezeptoren (Jarvis et 
al. 2002). Erst kürzlich haben Jung und Mitarbeiter einen neuen P2X3-Antagonisten 
entwickelt aus Derivaten von PPADS und iso-PPADS (Jung et al. 2013). 
ATP-Vermittelte Ströme an P2X3-Rezeptoren können des Weiteren durch 
Entzündungsmediatoren moduliert werden. Substanz P, Prostaglandin E2 und 
Bradykinin potenzieren ATP-Vermittelte Ströme von Rezeptoren die P2X3-
Untereinheiten beinhalten (Paukert et al. 2001; Wang  et  al.  2007).  Interleukin  1β 
verstärkt die P2X3-Rezeptorexpression (Noma et al. 2013). Auch verschiedene 
Proteinkinasen haben Einfluss auf die Rezeptorfunktion (Wang et al. 2007; Xu, 
Huang 2004; Maruo et al. 2006). 
Die Expression von P2X3-Rezeptoren wird durch verschiedene Faktoren 
beeinflusst. Neben der Schmerzentstehung, auf die im nächsten Kapitel genauer 
eingegangen wird, spielen neurotrophe Substanzen eine Rolle bei der Regulation der 
Expression von P2X3-Rezeptoren. Ein Beispiel hierfür ist der neurotrophe Faktor aus 
Gliazellen GDNF (Glial derived neurotrophic factor) (Bradbury et al. 1998). 
Aktivierung seines Rezeptors führt zu einer erhöhten P2X3-Rezeptorexpression. In 
Muskelafferenzen des Trigeminus kommt es zu einer Hochregulierung der P2X3-
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Expression durch das Calcitoningen-verwandte Peptid  CGRP (Calcitonin gene-
related peptide) (Fabbretti et al. 2006). CGRP aktiviert dabei durch die Bindung an 
seinen Rezeptor die Transkription des P2X3-Gens. Der Nervenwachstumsfaktor 
(engl.: Nerve growth factor = NGF) führt auch zu einer erhöhten P2X3-Expression 
(Ramer et al. 2001; D'Arco et al. 2007; Liu et al. 2011). 
1.5 Die Rolle von P2X3-Rezeptoren in Schmerzzuständen
Unter den P2X-Rezeptoren spielen der P2X3-Rezeptor sowie das P2X2/3-
Heteromer eine bedeutende Rolle bei der Entstehung chronischer Schmerzen. Dies 
wurde zum einen durch die Untersuchung der Expression in verschiedenen 
Schmerzmodellen und zum anderen durch die Auswirkung eines P2X3-Knockouts 
auf die Schmerzwahrnehmung untersucht. 
So konnte von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt werden, das die 
Herunterregulierung der P2X3-Expression durch Antisense Nukleotide zu einer 
Verringerung von Allodynie und Hyperalgesie in chronischen Schmerzmodellen führt 
(Dorn et al. 2004; Honore et al. 2002; Barclay et al. 2002). Auch der genetische 
P2X3-Knockout bewirkte den Rückgang schmerzbedingten Verhaltens in 
chronischen Schmerzmodellen (Cockayne et al. 2000; Souslova et al. 2000). Diese 
Ergebnisse werden unterstützt durch die pharmakologische Blockade des P2X3-
Rezeptors. So führt die Behandlung von Mäusen im chronischen Schmerzmodell mit 
den selektiven P2X3-Antagonisten A-317491 (Jarvis et al. 2002, McGaraughty et al. 
2003) Ro-51 (Jahangir et al. 2009) oder anderen Antagonisten (Ford 2012) zu einer 
deutlichen Reduktion des schmerzbedingten Verhaltens. Aufgrund der viel 
versprechenden Ergebnisse im Tiermodell, befinden sich einige P2X3-Antagonisten 
in klinischen Studien am Menschen (Ford 2012). 
Dass P2X3-Rezeptoren eine Rolle bei der Entwicklung chronischer 
Schmerzen spielen, ist mehr oder weniger gesichert. Allerdings zeigen verschiedene 
Untersuchungen unterschiedliche Ergebnisse bezüglich der Rolle von P2X3-
Rezeptoren in Schmerzzuständen. So beschreiben einige Studien die vermehrte 
Genexpression von P2X3-Untereinheiten in den entsprechenden DRGs oder im 
Rückenmark nach Nervenligation oder Nervenverletzung (Novakovic et al. 1999; 
Eriksson et al. 1998; Tsuzuki et al. 2001; Xiang et al. 2008). Andere Studien zeigen 
eine Abnahme der Expression nach spinaler Nervenläsion (Bradbury et al. 1998; 
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Kage et al. 2002; Wang, Neuhuber 2003; Kim et al. 2003; Ding et al. 2000). Auch 
eine unveränderte P2X3-Expression nach spinaler Nervenläsion wurde beschrieben 
(Chen, Gu 2005). Dies zeigt, dass die molekularen Prozesse, durch die der P2X3-
Rezeptor in der Entstehung von chronischen Schmerzen involviert ist, bislang nicht 
aufgeklärt sind.
Nach Entstehung einer Entzündung kommt es zur Erhöhung der P2X3-
Expression in den entsprechenden DRG-Neuronen (Xu, Huang 2002; Paukert et al. 
2001) und gleichzeitig zur Entwicklung von Hyperalgesie und Allodynie (Tsuda et al. 
2000; Hamilton et al. 2001). 
1.6 Heteromere P2X-Rezeptoren
Mit Ausnahme von P2X6-Rezeptoruntereinheiten assemblieren alle P2X-
Subtypen zu homomeren Rezeptortrimeren (Aschrafi et al 2004). Darüber hinaus 
konnten durch Ko-immunopräzipitationsexperimente in vitro folgende heteromeren 
P2X-Rezeptoren nachgewiesen werden: P2X1/2 (Haines et al. 1999; Aschrafi et al. 
2004), P2X1/4 (Nicke et al. 2005), P2X1/5 (Torres et al. 1998), P2X2/3 (Lewis et al. 
1995), P2X2/5 (Compan et al. 2012) P2X2/6 (King et al. 2000), P2X4/5(Compan et 
al. 2012) and P2X4/6 (Lê et al. 1998). Dabei formen sie oft heteromere Komplexe mit 
neuen elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigenschaften.
Allerdings konnte man bislang  nur P2X2/3-, P2X1/5- und P2X2/6-
Rezeptortrimere in nativen Geweben nachweisen. Das P2X2/3-Rezeptorheteromer 
wurde auf sensorischen Ganglien wie den DRGs oder dem Trigeminus Ganglion 
nachgewiesen (Ueno et al. 1999). Auf Astrozyten im Cortex fand man P2X1/5 
heteromere Rezeptoren (Lalo et al. 2008). P2X2/6-Rezeptoren wurden in neuronalen 
Stammzellen nachgewiesen (Majumder et al. 2007; Schwindt et al. 2011). Die 
anderen Rezeptorheteromere konnten bis jetzt nur in rekombinanten 
Expressionssystemen nachgewiesen werden. Die Stöchiometrie, mit der die 
Rezeptorheteromere assemblieren, ist dabei meist unbekannt. Lediglich für das 
P2X2/3-Heteromer wurde eine Stöchiometrie von 1:2 beschrieben (Jiang et al. 2003; 
Wilkinson et al. 2006).  
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1.7 Transgene Mäuse
Genetisch veränderte Organismen entstehen durch die Veränderung des 
Erbmaterials durch die Einbringung rekombinanter DNA. Mäuse haben den Vorteil 
einer kurzen Generationszeit, eine relativ anspruchsarmen Haltung und die 
Nachkommenzahlen sind vergleichsweise hoch. Durch die Einführung rekombinanter 
DNA kommt es zur Expression modifizierter Proteine oder es wird die Deletion eines 
Gens in der Maus generiert. Mausmodelle sind ein beliebtes Werkzeug um Gen- und 
Proteinfunktionen zu untersuchen. Viele transgene Mäuse dienen der Untersuchung 
von Krankheiten. Bei ihnen wird ein Gen manipuliert, welches in bestimmten 
Krankheiten falsch reguliert und exprimiert ist. Bei allen Mausmodellen ist es 
wünschenswert, dass eine transgene Maus möglichst genau den natürlichen Zustand 
widerspiegelt. Auch die Markierung bestimmter Proteine durch Affinitätstags oder 
Fluoreszierende Proteine gibt Aufschluss über Proteinfunktion und 
Expressionsmuster. 
Zwei Techniken haben sich inzwischen etabliert zur Generierung transgener 
Mäuse: zum einen die Mikroinjektion linearer DNA in den Vorkern von Zygoten und 
zum anderen die Injektion embryonaler Stammzellen in Blastozysten. Außer mit 
diesen Techniken kann man das Erbgut von Mäusen auch zum Beispiel durch virale 
Infektionen verändern. Nachteil hiervon ist, dass nur Zellen die infiziert werden auch 
verändert werden und nicht selten eliminiert das Immunsystem diese Zellen. Diese 
Modifikation wird außerdem in der Regel nicht an die Nachkommen weitergegeben. 
Im Folgenden wird nur auf die Vorkerninjektion eingegangen, da diese in der Arbeit 
zur Generierung transgener Mäuse verwendet wurde.
Bei der Vorkerninjektion wird DNA in den Vorkern befruchteter Eizellen injiziert. 
Die injizierte DNA integriert dann zufällig in das Mausgenom. In der Regel inserieren 
mehrere Genkopien als Konkatamer in die DNA der fertilisierten Eizelle. Die 
Embryonen werden dann in den Uterus scheinschwangerer Mäuse implantiert. Die 
so entstandenen Nachkommen nennt man Foundertiere. Die Zellen eines 
Foundertieres sind genetisch alle gleich. Jede der entstehenden Founderlinien ist 
allerdings einzigartig, da die Integration zufällig ist und jede Linie eine 
unterschiedliche Zahl an Kopien integriert hat. Die Technik der Mikroinjektion bedingt 
einige Probleme. Durch die zufällige Integration kommt es je nach verwendetem 
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DNA-Konstrukt zu Positionseffekten. Dies betrifft besonders DNA Konstrukte, die 
kleiner als 20 kb sind und die keinerlei regulatorische Elemente oder Introns 
enthalten. Die zufällige Integration kann dazu führen, dass ein Gen ungewollt 
ausgeschaltet wird, wenn das fremde Gen in die kodierende Sequenz oder die 
regulatorischen Elemente eines anderen Gens inseriert. Wird das Transgen hinter 
regulatorische DNA Elemente eines anderen Gens integriert, kann dies auch zu einer 
veränderten Genexpression des Transgens führen. 
 Häufig verwendet man Expressionsvektoren mit Promotoren, die nicht zu 
einer natürlichen Expression führen. So kann die Expression eines Transgens unter 
Kontrolle eines viralen Promotors zu sehr hohen Expressionsleveln führen, die unter 
Umständen letal für das Tier sind. Dies kann auch durch eine hohe Kopienzahl 
integrierter Transgene passieren. Bei den Vektoren handelt es sich meist um pBR-
Plasmide, Cosmide oder λ-Vektoren, welche allerdings eine inkorrekte zeitliche, wie 
auch zellspezifische Expression des Transgens bewirken. Häufig kommt es zu 
ektopischer Expression, also Expression in Geweben in der das Protein 
normalerweise nicht vorkommt. Des Weiteren kann man auch endogene Promotoren 
wählen, die eine Expression nur in bestimmten Geweben oder Zelltypen 
ermöglichen. Beispiele hierfür sind der Promotor von GFAP (glial fibrillary acidic 
protein), der zu einer spezifischen Expression von Proteinen in Gliazellen führt 
(Brenner et al. 1994) oder für eine globale Expression im Nervensystem der 
Promotor  von β-Aktin (Kawarabayashi et al. 1996). Um ektopische Expression und 
Positionseffekte zu vermeiden sowie um eine Expression unter der Kontrolle der 
endogenen regulatorischen Elemente zu erhalten nutzt man Transgene, die aus 
großen genomischen DNA-Fragmenten bestehen und ganze Gene inklusive 
Promotoren und regulatorischen Elementen umfassen. Bakterielle artifizielle 
Chromosomen (BACs) und Yeast artifizielle Chromosomen (YACs) haben den Vorteil, 
dass sie die natürliche Expression in der Maus widerspiegeln, wenn sie in der Maus 
exprimiert wird. Auf BAC transgene Mäuse werden im nächsten Kapitel näher 
eingegangen. YAC transgene Mäuse werden seltener generiert, da YACs schwerer 
als BACs zu isolieren sind und oft chimär sind und klonal relativ instabil (Monaco, 
Larin 1994; Giraldo, Montoliu 2001).
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1.8 BAC transgene Mäuse
Wie bereits im vorigen Kapitel kurz erklärt werden BACs erfolgreich zur 
Generation transgener Mäuse verwendet und sind ein gutes Werkzeug um 
Genexpressionsmuster und -Funktionen zu analysieren. Gegenüber anderen 
verwendeten Expressionsvektoren, welche kleiner als 200 kb sind, minimieren sie 
Positionseffekte und liefern ein exakteres Expressionsmuster für Gene. Aufgrund 
ihrer Größe ist es mit Hilfe eines BACs möglich ein komplettes Gen inklusive Introns 
und der flankierenden Sequenzen im Genom zur Vorkerninjektion zu nutzen. Dies ist 
insbesondere interessant, wenn man die Promotorsequenz eines Genes nicht kennt, 
da alle regulatorischen Elemente mit vermutlich in dem flankierenden Bereich zu 
finden sind. BACs basieren auf den Fertilitäts-Plasmiden (F-Plasmid) von E.coli. Das 
F-Plasmid ist ein single copy Plasmid und man findet meist nur ein bis zwei Kopien 
pro Zelle. Die Kopienzahl wird durch die Gene parA und parB kontrolliert, repE und 
der oriS gewährleisten eine unidirektionale Replikation. Diese regulatorischen 
Elemente finden sich auch auf dem Vektorhauptstrang eines BACs. Des Weiteren 
trägt es dort eine Antibiotikaresistenz, meist gegen Chloramphenicol, als 
Selektionsmarker. In ein BAC lassen sich DNA Fragmente mit einer Größe von bis zu 
700 kb einfügen (Shizuya et al. 1992). Durchschnittlich trägt ein BAC ein DNA-
Fragment mit einer Größe zwischen 200 und 300 kb. Ihre Größe macht sie 
weitestgehend unabhängig vom chromosomalen Hintergrund in den sie integrieren. 
Ursprünglich wurden sie als genomische Datenbanken zur Genomsequenzierung 
verwendet. So ist das gesamte Genom von z.B. Maus, Ratte oder auch den 
Menschen auf BAC-Klonen abgebildet. In der Regel gibt es für viele Genomregionen 
sogar verschiedene BACs. Mit Hilfe von Datenbanken wie beispielsweise ENSEMBL 
(http://www.ensembl.org) kann man den passenden Klon, welcher für das Gen, 
welches man untersuchen möchte, kodiert, aussuchen. Ein korrekt gewähltes BAC 
enthält aufgrund der Größe des integrierten Fragments genomischer DNA vermutlich 
alle regulatorischen Elemente eines Zielgens. Die Modifikation eines BACs und die 
Einfügung rekombinanter Sequenzen erfolgt über homologe Rekombination in E.coli. 
Dies stellt sich komplizierter dar als die Veränderung eines klassischen 
Expressionsvektor. Inzwischen gibt es aber eine Reihe von erfolgreichen 
Rekombinationsprotokollen (Yang et al. 1997; Zhang et al. 1998; Muyrers et al. 2004; 
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Warming et al. 2005). Nach erfolgreicher Modifikation des BACs wird es durch 
Vorkerninjektion injiziert und integriert zufällig ins Genom. Aufgrund seiner Größe 
unterliegt es dabei keinen Positionseffekten. Lediglich eine Integration ins 
Heterochromatin würde zu einer veränderten Expression führen.
1.9 Red/ET-Rekombination
Wie bereits erwähnt existieren zahlreiche Protokolle um mittels homologer 
Rekombination BACs zu modifizieren. Die in dieser Arbeit verwendete Methode der 
Red/ET-Rekombination soll im Folgenden nun genauer beschrieben werden. Der 
Austausch zweier DNA Fragmente über homologe Rekombination ist äußerst präzise 
und spezifisch. Dadurch kann man DNA Moleküle jeder Größe modifizieren. 
Homologe Rekombination erfolgt zwischen zwei homologen DNA-Sequenzen auf 
zwei verschiedenen DNA-Molekülen. Da die Homologieregionen frei gewählt werden 
können, kann man praktisch jede Position eines DNA-Moleküls mit bekannter 
Sequenz verändern. 
Red/ET-Rekombination ermöglicht die Insertion veränderter DNA überall in 
einem Gen oder BAC und benötigt relativ wenig Zeit. Die homologe Rekombination 
erfolgt in vivo in E.coli. Die Homologierarme können relativ kurz sein. 50 bp reichen 
aus und können so einfach per PCR an eine DNA-Sequenz mit der gewünschten 
Veränderung angefügt werden. Theoretisch reicht den Rekombinationsproteinen 
RecE und RecT aus dem Rac-Prophagen ein homologer Bereich von 42 bp (Zhang 
et al. 1998). RecE und RecT sind analog den Rekombinationsproteinen Redα und 
Redβ  aus  dem  λ-Phagen. Rec E ist eine 5’-3’-Exonuklease und RecT eine 
Einzelstrangbindeprotein. Weiterhin benötigen die Zellen das Protein Gam des λ-
Phagens, welches die RecBCD Exonuklease in E.coli inhibiert. 
Im ersten Schritt der Rekombination katalysiert RecE einen 
Doppelstrangbruch  und verdaut einen Strang der DNA, so dass das 3’-Ende des 
anderen Stranges einen Überhang bildet. Daraufhin bindet RecT an den Einzelstrang 
und die homologen DNA-Sequenzen werden aneinander gelagert. Das freie 3’Ende 
dient nun als Primer für die DNA-Replikation. So entsteht ein DNA-Molekül, welches 
neue Informationen eingefügt hat, die durch die Kassette, die durch die 
Homologiearme flankiert ist, kodiert werden. Die einzelnen Schritte des 
Rekombinationsprozess sind in Abbildung 4 dargestellt.
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ATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATC
TAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAG
ATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATC
TAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCT
TCGATCGATC
TAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTA
ATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGAT
AGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTATAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAG
TCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCG ATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGA
Übereinanderlagerung
TAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTAGCTA
ATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATCGATC
RecT
RecE Doppelstrangbruch
Homologe DNA
Abbildung 4:Homologe Rekombination durch RecE und RecT.
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2 Zielsetzung der Arbeit
2.1 Generierung und Charakterisierung BAC transgener P2X2 
und P2X3 Mäuse
Die  Rolle des P2X3-Rezeptors sowie des Heteromers aus P2X2- und P2X3-
Untereinheiten in der Schmerzweiterleitung scheint gesichert und führte zur Testung 
verschiedener P2X3-Antagonisten als Analgetika in klinischen Studien. Obwohl 
P2X3-Antagonisten in verschiedenen Tiermodellen chronisch neuropathischen und 
chronisch entzündlichen Schmerzes eine analgetische Wirkung zeigten, gibt es 
widersprüchliche Daten über das Expressionsmuster des Rezeptors und darüber, wie 
die Entstehung von Schmerzen sich auf die Expression und/oder Funktion des 
Rezeptors auswirkt. Dabei wäre eine umfassende Evaluation der Expressionsorte 
wichtig, um die Grundlagen des durch P2X3-vermittelten Schmerzes zu verstehen. 
Auch die Rolle von P2X3-Rezeptoren während der ontogenetischen Entwicklung und 
dem Altern ist ein interessanter Aspekt, bei dem das genaue Expressionsmuster von 
P2X3-Untereinheiten und dessen Veränderung während der Ontogenese von 
Interesse ist. Auch über die Signalwege, die zu einer vermehrten P2X3 Expression 
im Schmerzmodell führen könnten, ist wenig bekannt. Die Studien, die hierzu Daten 
lieferten, bedienten sich methodisch häufig dem Nachweis von P2X3-RNA über RT-
PCR oder der immunhistochemischen Untersuchung von Geweben mit Hilfe von 
Antikörpern, die gegen P2X3 gerichtet sind. Da mRNAs zwar die Transkription des 
P2X3 Gens nachweisen, aber nicht zeigen, ob es auch zu einer Translation bzw.
Translokation zur Zellmembran kommt und Antikörper unterschiedliche Spezifitäten 
und Expressionsmuster zeigen, wurde durch Dr. Tanja Nussbaum in unserem Labor 
eine BAC transgene Maus generiert, welche eine P2X3-Untereinheit exprimiert, die 
C-terminal mit Affinitätstags und einem EGFPs als Fluoreszenzmarker verfügt. 
Übergeordnetes Ziel der Arbeit von Frau Dr. Nussbaum war es, mit Hilfe dieser Maus 
die Expression und Lokalisation von P2X3-Untereinheiten innerhalb der Maus zu 
zeigen. Ein weiteres Ziel war es interagierende Proteine über Affinitätsaufreinigung 
zu identifizieren. Sehr bald wurde aber offensichtlich, dass man in dieser transgenen 
Maus keine Expression des Fusionsproteins nachweisen könnten. 
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Aufgrund dieser Tatsache wurde die Generierung einer BAC transgenen P2X3 
GFP Reportermaus zur reinen Expressionsanalyse mittels GFP Fluoreszenz und 
Immunhistochemie in Angriff genommen. Dabei sollte dieses Modell ermöglichen, die 
Veränderung der P2X3-Rezeptor-Expression in Schmerzuständen zu untersuchen, 
ohne auf die Spezifität von Antikörpern angewiesen zu sein. Für die zukünftige 
Identifikation von Geweben, die das Heteromer aus P2X2- und P2X3-Untereinheiten 
exprimieren, war ein weiteres Ziel die Generierung eines BACs, welches TagRFPmyc 
unter Kontrolle des P2X2-Promotors exprimiert. 
Material und Methoden
31
3 Material und Methoden
3.1 Material
3.1.1 Chemikalien
Die verwendeten Chemikalien stammen, sofern im Text nicht anders 
angegeben, von der Firma Merck (Darmstadt).
3.1.2 Detergenzien
Digitonin von der Firma Calbiochem (Darmstadt) wurde für die 
Proteinextraktion in der gelieferten Qualität eingesetzt. Dodecylmaltosid (DDM) 
wurde von der Firma AppliChem (Darmstadt) verwendet. Natriumdodecylsulfat (SDS) 
zur Elektrophorese wurde von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen.
3.1.3 Oligonukleotide
Zur Klonierung und Sequenzierung verwendete PCR-Primer wurden von den 
Firmen Eurogentec (Seraing, Belgien) und Eurofins MWG Operon (Ebersberg, 
Deutschland)  bezogen.
3.1.4 Enzyme
Die für die molekularbiologischen Arbeiten verwendeten Restriktionsenzyme 
sowie die dazugehörigen Puffer stammten von der Firma New England Biolabs 
(Frankfurt, Main), ebenso die in der Proteinchemie verwendeten Endoglykosidasen.
3.1.5 Wasser
Bei den verschiedenen Methoden wurde Wasser in unterschiedlichen 
Qualitäten verwendet. Demineralisiertes Wasser wurde durch Ionenaustausch aus 
Trinkwasser gewonnen. Darüber hinaus wurde aus demineralisiertem Wasser durch 
Ultrafiltration Reinstwasser mit einer Leitfähigkeit von <0,055  μS/cm  gewonnen 
(Reinstwassersystem Ultra-Clear, SG Wasseraufarbeitung). Dieses Wasser war 
nominal DNAse- und RNAse-frei und wurde zur Herstellung der benötigten Lösungen 
und Puffer verwendet, sofern im Text keine zusätzlichen Angaben gemacht werden.
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3.1.6 Antikörper
Anti-P2X3 Receptor polyklonaler Antikörper aus dem 
Kaninchen gegen den P2X3-Rezeptor 
(Alamone Labs, Israel)
Eingesetzte Konzentration: 1,6 µg/ml
Living Colors® A.v. Monoclonal monoklonaler Antikörper aus der 
Antibody Maus gegen GFP (Clontech 
Labatories) 
Eingesetzte Konzentration: 0,2 µg/ml
Anti-Microtubule-Associated Protein 2 polyklonaler Antikörper aus dem 
Kaninchen gegen MAP2 (Millipore, 
USA)
Eingesetzte Konzentration: 1µg/ml
Anti-Glial Fibrillary Acidic Protein polyklonaler Antikörper aus dem 
Kaninchen gegen GFAP (DAKO, 
Dänemark)
Eingesetzte Konzentration: 1 µg/ml
Biotinyliertes IB4 Lectin von Bandeiraea simplificola, 
biotinyliert (Sigma, USA)
Eingesetzte Konzentration: 1µg/ml
Cy5-gekoppeltes Streptavidin Streptavidin konjugiert an Cy5-
Farbstoff 
(Jackson Immunolab, Suffolk, 
Grobritannien)
Eingesetzte Konzentration: 1 µg/ml
Ziege-α-Maus-Cy3 polyklonaler Antikörper gegen den 
konstanten Bereich des Maus Ig
konjugiert an den Cy3-
Fluoreszenzfarbstoff (Jackson 
Immunolab, Suffolk, Großbritannien)
Eingesetzte Konzentration: 3 µg/ml
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Ziege-α-Maus-Alexa 647 polyklonaler Antikörper gegen den 
konstanten Bereich des Maus Ig
konjugiert an den Alexa 647-
Fluoreszenzfarbstoff (Jackson 
Immunolab, Suffolk, Großbritannien)
Eingesetzte Konzentration: 3 µg/ml
Ziege-α-Kanninchen-FITC polyklonaler Antikörper gegen den 
konstanten Bereich des Kaninchen Ig 
konjugiert an den FITC-
Fluoreszenzfarbstoff (Abcam, 
USA)
Eingesetzte Konzentration: 4 µg/ml
Ziege-α-Kanninchen-Cy3 polyklonaler Antikörper gegen den 
konstanten Bereich des Kaninchen Ig 
konjugiert an den Cy3-
Fluoreszenzfarbstoff (Jackson 
Immunolab, Suffolk, Großbritannien)
Eingesetzte Konzentration: 3 µg/ml
Ziege-α-Maus-HRP polyklonaler Antikörper gegen den 
konstanten Teil des Maus Ig, HRP 
konjugiert (Pierce)
Eingesetzte Konzentration: 0,08 µg/ml
3.2 Molekularbiologische Methoden
3.2.1 Verwendete Plasmide und Vektoren
pEGFP-N1 Vektor (Clontech): Zur Erstellung der Homologiekassette als 
Template. 
Trägt ein Gen, welches die Resistenz gegen 
Kanamycin vermittelt.
pNKS4 Vektor: Modifikation des durch Gloor und Kollegen 
erstellten Vektors pNKS2 (Gloor et al. 1995), 
durch Austausch der EcoRI Schnittstelle 
durch eine XhoI Schnittstelle. 
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Trägt ein Gen, welches Ampicillinresistenz 
vermittelt. 
Zur cRNA-Synthese zur anschließenden 
Injektion in Xenopus laevis Oozyten
pBAC 3.6. Klon RP23 240B8 BAC-Klon, welcher das P2X3-Gen enthält 
mit 48443 bp 5’ und 137581 bp 3’ dem 
Transkriptionsstart
pBAC 3.6 Klon RP23 333M22 BAC-Klon, welcher das P2X2-Gen enthält 
mit 63916  bp 5’ und 101313 bp 3’ dem 
Transkriptionsstart es müssen 
3.2.2 Transformation und Isolierung von Plasmiden aus E. coli
Die zu vervielfältigenden Vektoren wurden in chemisch kompetente E. coli
DH5α-Zellen transformiert (Inoue et al., 1990). Zur Retransformation bereits 
verifizierter und gereinigter Plasmide wurde das Kurzprotokoll nach Pope und Kent 
verwendet (Pope and Kent, 1996). Die Zellen wurden auf LB-Agarplatten (LB-
Medium und Agar-Select, Roth, Karlsruhe) mit den entsprechenden Antibiotika 
(Ampicillin: 100 µg/ml, Calbiochem, Darmstadt; Kanamycin  30 µg/ml, Calbiochem) 
ausgestrichen und über Nacht bei 37°C kultiviert. Einige der gewachsenen Kolonien 
wurden am nächsten Tag in jeweils 2 ml LB-Medium  mit dem zum Resistenzgen 
passenden Antibiotikum (Konzentrationen entsprechend der in LB Agarplatten) in der 
Schüttelkultur über Nacht bei 37°C vermehrt.
Zelllyse und Aufreinigung der DNA erfolgten unter Verwendung des FastPlasmid
Miniprep-Kit (5Prime, Austin, USA) oder unter Verwendung des NucleoSpin®  
PlasmidQuickPure Kit (Machery und Nagel, Düren, Deutschland). Größere Mengen 
Plasmid-DNA wurden unter Verwendung des NucleoBond® Xtra Midi Plus (incl. 
Finalizer) (Machery und Nagel, Düren, Deutschland) gewonnen. Die eluierte DNA 
wurde bei -20°C gelagert.
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3.2.3 DNA-Sequenzierung
Die Sequenzierung der DNA erfolgte bei der Firma Eurofins MWG Operon 
(Ebersberg). Hierzu wurde dem Unternehmen 0,75-1,5 μg DNA sowie geeignete Primer 
in einer Konzentration von 5µM zu Verfügung gestellt. Die Korrektheit der Sequenz der 
DNA wurde  durch ein Alignment der DNA-Sequenzen mit Hilfe des Programm 
VectorNTi (Invitrogen, Karlsruhe) sichergestellt.
3.2.4 Modifikation von Plasmid-DNA durch QuikChange-Mutagenese
Durch das Prinzip der QuikChange-Mutagenese kann man gerichtet 
Austausche, Insertionen oder Deletionen einzelner oder mehrerer Basen 
durchführen. Das Prinzip der QuikChange Site-Directed-Mutagenese beruht 
darauf, dass man als Matrize für die PCR (MasterCycler, Eppendorf, Hamburg) das 
zu mutierende doppelsträngige Plasmid nutzt. Die verwendeten PCR-Primer sind 
zueinander komplementär und tragen in ihrer Sequenz die gewünschte Mutation. Die 
Elongation erfolgt mit Hilfe der Phusion® High Fidelity DNA-Polymerase (NEB, 
Frankfurt am Main) in Anwesenheit von dNTPs. Das Produkt dieser PCR-Reaktion 
sind genickte, zirkuläre DNA-Stränge, die durch die Inkorporation der Primer die 
gewünschte Veränderung tragen. Das Produkt ist im Gegensatz zum Template-
Plasmid unmethyliert. Die Matrize wird unter der Verwendung von Dpn I (New 
England Biolabs, Frankfurt, Main), welches nur methylierte DNA erkennt, 
enzymatisch abgebaut. Das PCR-Produkt wird daraufhin in kompetente Zellen des E. 
coli-Stammes XL1-Blue transformiert und anschließend durch Restriktionsanalyse 
und Sequenzierung verifiziert.
3.2.5 PCR-Amplifikation von DNA-Fragmenten zur Subklonierung durch 
Ligation
Um DNA-Fragmente aus einem Vektor in einen anderen Vektor zu shutteln 
wurde eine Amplifizierung DNA-Sequenzen mittels PCR durchgeführt, mit  Primer, 
deren 3’ Bereich jeweils am 5’-Ende des DNA-Fragments der Sequenz von Interesse 
annealen. Das jeweilige 5’Ende der Primer dagegen trug im Zielvektor an der 
Insertionsstelle vorhandene Enzymschnittstellen. Die Wahl der Enzymschnittstellen 
erfolgte unter den Gesichtspunkten eines gerichteten Einbaus der DNA in den 
Zielvektor.
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Die  PCR  wurde  in  einem  Reaktionsvolumen  von  50  μl  durchgeführt. Hierin 
waren 10-100 ng der Plasmid-DNA als Matrize, 50 U Phusion® High Fidelity DNA-
Polymerase  (NEB,  Frankfurt  am  Main),  je  150  μM  dNTPs  und  je  250  nM  Primer 
enthalten. Die Standard-Reaktionsbedingungen sind in Tabelle 1 aufgeführt.
Tabelle 1:PCR-Bedingungen
Reaktionsschritt Anzahl der Zyklen Temperatur Dauer
Denaturierung 1 98°C 45 sec
Denaturierung 98°C 45 sec
Annealing 50-65°C 45 sec
Elongation
25
72°C 1,5 min / kb 
Elongation 1 72°C 10 min
3.2.6 Ligation von DNA
Die zu ligierenden DNA-Fragmente oder Vektoren wurden zunächst mit Hilfe 
der entsprechenden Restriktionsenzyme der Firma New England Biolabs (Frankfurt, 
Main) geschnitten. Anschließend erfolgt die Auftrennung der erhaltenen 
Restriktionsfragmenten in separaten Agarose-Gelen (1% Agarose, (peqGOLD 
Universal Agarose, peqLab, Erlangen) in 1 x TAE-Puffer (40 mM Tris, 1,14 mM 
Essigsäure, 1 mM EDTA, pH 8,5) mit GelRed (Biotium, San Francisco, USA) bei 100 
V. Die Detektion der DNA-Banden erfolgte durch Anregung des interkalierten 
Fluoreszenzfarbstoffs mittels UV-Lichtes. Die gewünschten Fragmente wurden mit 
einem Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten und mit Hilfe des QIAquick Gel 
Extraction Kit (Qiagen, Hilden) gereinigt. Als Standard zur Größenbestimmung diente 
GeneRuler DNA Ladder Mix, ready-to-use (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot). Die 
Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte photometrisch im NanoDrop 
Spektrometer (ThermoScientific). Zur Kontrolle der korrekten Größe der isolierten 
DNA-Fragmente erfolgte die erneute Auftrennung eines Aliquots im 1%igen 
Agarosegel. 
Die bei der Ligation eingesetzte DNA-Menge für die entsprechenden Konstrukte 
wurde mit Hilfe folgender Formel berechnet: 
)(
)(
)(5)(
Vektorbp
Insertbp
InsertxngInsertng =
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Die Ligation erfolgte mit der T4 DNA Ligase der Firma New England Biolabs 
(Frankfurt/Main) in einer Konzentration von 50 U/µl und in Anwesenheit von 1mM 
ATP in T4 Ligase Puffer bei 16°C über Nacht. Anschließend wurde die ligierte DNA 
in chemisch kompetente E. coli  DH5α-Zellen wie in Abschnitt 1.2.2 beschrieben 
transformiert und aufgereinigt. Die korrekte Insertion wurde durch 
Restriktionsanalysen und Sequenzierung validiert. 
3.2.7 PCR-Amplifikation der Homologiekassetten für die BAC-
Modifikationen
Für die Modifikation der BACs mussten zunächst Homologiekassetten 
generiert werden. Diese DNA-Fragmente werden mit Hilfe der homologen 
Sequenzen an ihren Enden und der homologen Rekombination an eine bestimmte 
Stelle im BAC eingefügt. Dazu wurden mit Hilfe von PCR und entsprechender Primer 
50 bp lange homologe Sequenzen an die entsprechende Modifikation, die in das 
BAC inseriert werden soll, angefügt. Diese 50 bp langen DNA-Sequenzen sind 
homolog der Insertionsstelle des jeweiligen BACs und finden sich im 5’ Bereich der 
Primer (Tabelle 2, blaue Buchstaben der Primersequenz). Die verschiedenen Primer 
zur Erzeugung der verschiedenen BACs sind in Tabelle 2aufgeführt. Im 3’ Bereich 
der Primer findet sich ein Bereich der an die komplementären Stränge der DNA-
Sequenz der einzufügenden Modifikation bindet (Tabelle 2, schwarze Buchstaben 
der Primersequenz). In Abbildung 5 sind schematisch die einzelnen Elemente der 
verschiedenen verwendeten Homologiekassetten dargestellt. 
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Tabelle 2:Verwendete Primer zu Generierung der Homologiekassetten.
Primername Primersequenz
Forward P2X3
GFP Reporter
CTTGGGCTGCATCCACAGCCTTTCTGGGTGGCTGTGAGCACTTTCTCAGTATGGTG
AGCAAGGGCGAGGA
Reverse P2X3
GFP Reporter
ACCACCGACTTGGTAGTCTCGTAGGTGAAGAAGTCTGATATACAGTTCATGCCCTC
GAGGAAGTTCCTATACTTTCT
Forward P2X2
TagRFPmyc 
Reporter
CGAGAGTGTGAGGCGCTCCAGCAGCTCTTGTGGACCGAGCTCCTTGGGC
CATGGTGTCTAAGGGCGAAGAGCTG
Reverse P2X2 
TagRFPmyc 
Reporter
CGCCGGACCATGGCCGCCCCCGCGGGAAGCCGGGGCTGTGCAGCGGCC
ATGCCCTCGAGGAAGTTCCTATACTTTCTA
Forward P2X3 
rpsL
GAAGGTTCTGCAGCCCAAGGATAAGCATGGCACCCTGGGAAGAGGCCCT
ATCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCG
Reverse P2X3 
rpsL
CCACTGTAGAGAAGCAGTCCACAGACTCGGGGGCCTATTCTATTGGTCAC
GGCCTGGTGATGATGGCGGGATCG
Forward P2X2 His 
Strep
GAAGGTTCTGCAGCCCAAGGATAAGCATGGCACCCTGGGAAGAGGCCCT
ACTTTTCGAACTGTGGATGAGACCA
Reverse P2X2 His 
Strep
CCACTGTAGAGAAGCAGTCCACAGACTCGGGGGCCTATTCTATTGGTCAC
CACCATCACCATCACCATAATTGG
Die  PCR  wurde  in  einem  Reaktionsvolumen  von  50  μl  durchgeführt. Hierin 
waren 100 ng der Plasmid-DNA als Template, 50 U Phusion® High Fidelity DNA-
Polymerase (NEB, Frankfurt am Main),  je 150 μM dNTPs und je 1µl Primer (10µM) 
enthalten. Die Standard-Reaktionsbedingungen sind in Tabelle 3 aufgeführt.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Komponenten der verwendeten 
Homologiekassetten.
Darstellung der Elemente der verwendeten Homologiekassetten. Die blauen Pfeile zeigen an in 
welchem Bereich die verwendeten Primer annealen. Der Bereich, welcher homolog der 
entsprechenden Sequenz im BAC ist, ist durch lavendelfarbene Boxen dargestellt (50bp). 
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Tabelle 3: PCR-Bedingungen für die Amplifikation der Homologiekassetten
Reaktionsschritt Anzahl der Zyklen Temperatur Dauer
Denaturierung 1 98°C 30 sec
Denaturierung 98°C 10 sec
Annealing 65°C 30 sec
Elongation
30
72°C 1,5 min / kb
Elongation 1 72°C 10 min
Nach der PCR wurde das Template Plasmid mit DpnI (New England Biolabs, 
Frankfurt, Main) verdaut. Nach Auftrennung im 1%igen Agarosegel wurde die 
entsprechende DNA-Bande mittels Skalpell auf dem UV-Tisch ausgeschnitten und 
die DNA mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. 
Dabei erfolgte die Elution in Reinstwasser. Die korrekte Sequenz der 
Homologiekassette wurde durch Sequenzierung kontrolliert. Die korrekte Größe der 
Homologiekassette wurde durch Auftrennung im 1%igen Agarosegel überprüft. Die 
Konzentrationsbestimmung erfolgte im NanoDrop Spektrometer (Thermo Scientific).
3.2.8 Insertion der Homologiekassette mittels Red/ET-Rekombination
Im Falle der P2X3 und P2X2 Reporter BACs wurden die verifizierten 
Homologiekassetten mit Hilfe des Quick & Easy Conditional Knockout Kit der Firma 
Genebridges (Heidelberg) in das BAC inseriert. Dazu wurden zunächst E. coli 
DH10B Zellen, die den BAC-Klon RP23 240B8 enthielten, auf einer LB-Agarplatte 
substituiert mit Chloramphenicol (30 mg/ml) durch einen Quadrantenausstrich 
vereinzelt. In diese Zellen wurde mittels Elektroporation das im Quick & Easy 
Conditional Knockout Kit enthaltende Plasmid pRedET transformiert. Die 
Elektroporation erfolgte an einem Gene Pulser der Firma BioRad (München) bei 
einer elektrischen Spannung von 1,8 KV, einem Widerstand von 200 Ohm und einer 
elektrischen Kapazität von 25 µF in einer Elektroporationsküvette der Firma BioRad 
(München).  Nach der Elektroporation wurden die Zellen in LB-Medium resuspendiert 
und 70 min bei 30 °C inkubiert, bevor sie auf LB-Agar-Platten substituiert mit 
Chloramphenicol (30 mg/ml) und Tetracyclin (10 mg/ml) ausplattiert wurden und über 
Nacht bei 30 °C im Dunkeln inkubiert wurden. Durch die gleichzeitige Selektion auf 
Chloramphenicol und Tetracyclin bei 30 °C wurden Klone selektiert, die sowohl das 
BAC wie auch das pRedET-Plasmid enthalten. Die Inkubation bei 30°C erfolgte, da 
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das pRedET einen thermosensitiven Replikationsursprung (origin of replication) trägt. 
Im nächsten Schritt wurde die  Homologiekassette in diese Bakterien durch 
Elektroporation unter den oben bereits beschriebenen Bedingungen transformiert. 
Vor der Elektroporation wurde die Expression der Gene für die Red/ET 
Rekombination durch das Hinzugeben von L-Arabinose (Endkonzentration 0,35 w/v) 
induziert und die Temperatur auf 37 °C erhöht, um optimale Bedingungen für die 
Synthese der Rekombinationsenzyme zu gewährleisten. Da das pRedET-Plasmid 
einen thermosensitiven Replikationsursprung trägt, wird es bei den folgenden 
Zellteilungen nicht mehr vermehrt. Die in LB-Medium resuspendierten Bakterien 
wurden anschließend auf LB-Agarplatten mit Chloramphenicol (30 mg/ml) und 
Kanamycin (30 mg/ml) ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach jedem 
Rekombinationsschritt erfolgte die Kontrolle der korrekten Insertion mittels 
Restriktionsanalyse und PCR-Amplifikation.
War die Homologiekassette korrekt inseriert, wurde die Selektionskassette, 
welche eine FRT-Stellen flankierte Kanamycin-Resistenz trägt, mit Hilfe der Flp-
Rekombinase entfernt. Hierfür wurde das PCI-FLPe-Plasmid aus dem Kit unter den 
oben beschriebenen Bedingungen in Bakterien elektroporiert, die das korrekt 
modifizierte BAC trugen. Bakterienklone, die das Plasmid erfolgreich aufgenommen 
haben, wurden anschließend durch Ausplattieren auf LB-Agarplatten mit 
Chloramphenicol (30 mg/l), Kanamycin (30 mg/ml) und Tetracyclin (10 mg/ml) 
selektiert. Die Inkubation erfolgte bei 30°C, denn der Promotor der Flp-Rekombinase 
ist thermorestriktiv und wird erst bei Temperaturen über 32 °C exprimiert. Die 
homologe Rekombination durch die Flp-Rekombinase wurde anschließend mittels 
Temperaturerhöhung auf 37 °C induziert. Außerdem wurde das Kanamycin aus dem 
LB-Medium entfernt, denn nach Deletion der Selektionskassette sind die Bakterien 
nicht mehr resistent gegen Kanamycin. Nach der Rekombination verbleibt eine der 
beiden FRT-Stellen im BAC. Der Erfolg der Rekombination wurde mittels 
Restriktionsanalyse und PCR verifiziert. Endgültige Kontrolle erfolgte durch 
Sequenzierung. 
Für das P2X2-Reporter-BAC wurde das Protokoll leicht verändert. Nach der 
Transformation des PCI-FLPe-Plasmids wurden die Zellen nicht auf LB-Agarplatten 
mit Chloramphenicol, Tetracyclin und Kanamycin ausgestrichen, sondern auf LB-
Agarplatten mit nur Chloramphenicol und Tetracyclin. Dann wurde weiter verfahren 
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wie vom Hersteller beschrieben. Nach der Rekombination bei 37°C über Nacht 
wurden die Kulturen zunächst auf LB Agarplatten mit Chloramphenicol 
ausgestrichen, um einzelne Kolonien zu erhalten. Diese einzelnen Kolonien werden 
anschließend auf  noch enthaltenen Selektionsmarker gestestet. Dazu wurden sie 
auf zwei LB Agarplatten hochgezogen, zunächst auf einer, welche Chloramphenicol 
und Kanamycin enthielt, und dieselbe Kolonie wurde auch noch auf eine Platte mit 
Chloramphenicol ausgestrichen. Nur Kolonien, die nur auf der zweiten Platte 
wuchsen, wurden zur DNA-Isolation in eine Schüttelkultur überführt. 
Das P2X3–His-Strep-Affinitäts-BAC wurde mit Hilfe des Counter Selection BAC 
Modification Kit (Gene Bridges, Heidelberg) nach Anweisung des Herstellers 
generiert. In diesem Fall durfte keine FRT-Stelle hinter dem Affinitätstag verbleiben, 
da es die Expression des Fusionsproteins beeinflussen könnte.
Die korrekte Insertion der Homologiekassetten wurde nach jedem 
Rekombinationsschritt mittels Restriktion und PCR-Amplifikation kontrolliert. Das 
finale BAC wurde zusätzlich mittels DNA-Sequenzierung verifiziert. 
3.2.9 Präparation von BAC DNA und Vorbereitung zur Vorkerninjektion
Um die Integration bei der Vorkerninjektion möglichst effizient zu machen, 
muss die BAC DNA des korrekt modifizierten BAC Klons in einer besonders reinen 
Präparation vorliegen. Hierzu wurde die BAC DNA zunächst aus einer 400 ml 
Schüttelkultur mit Hilfe des BAC 100 Kit von Machery und Nagel (Düren, 
Deutschland) aufgereinigt. Die Konzentration der isolierten DNA wurde mit dem 
NanoDrop Spektrometer (Thermo Scientific) bestimmt. 20 µg DNA wurden 
anschließend mit PI-Sce (New England Biolabs, Frankfurt, Main, Deutschland)  
linearisiert. PI-Sce ist eine Endonuklease, die nur im Vektorteil des BACs schneidet 
und nicht in genomischer DNA. Um die DNA für die Injektion in Injektionspuffer (5mM 
Tris/Hcl, 0,1 mM EDTA, pH 7,6) vorliegen zu haben, wurde die linearisierte DNA 
anschließend gegen BAC Injektionspuffer über Nacht dialysiert. Dazu wurde die DNA 
auf einen Membranfilter mit einem Porendurchmesser von 0,025µm (Millipore, 
Billerica, USA) aufgetropft, welcher in einer Petrischale mit BAC Injektionspuffer 
schwamm. Am nächsten Morgen erfolgte eine erneute Konzentrationsbestimmung 
der dialysierten DNA. Außerdem wurde 1 µl zur Größen- und Integritätskontrolle im 
1%igen Agarosegel aufgetrennt. Zur finalen Kontrolle erfolgte die Sequenzierung der 
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linearisierten BAC-DNA. Die aufgereinigte DNA wurde anschließend zur Injektion an 
die Transgenic Core Facility des Max Planck Institutes in Dresden geschickt.
3.2.10 Genotypisierung transgener Mäuse mittels Multiplex PCR
Durch Multiplex-PCR können in einer PCR-Reaktion mehrere PCR-Fragmente 
verschiedener Marker nachgewiesen werden. Man hat so die Möglichkeit einen 
internen Standard mitzuführen, der die erfolgreiche PCR-Reaktion anzeigt. Der 
Entwurf einer Multiplex PCR ist in der Regel relativ aufwendig. So muss man durch 
die erhöhte Anzahl von Primern darauf achten, dass es zu keinen Wechselwirkungen
zwischen diesen Oligonukleotiden kommt. Außerdem muss man auf die 
Kompatibilität bezüglich Annealing-Temperatur achten. Auch auf unterschiedliche 
Produktgrößen muss geachtet werden, um die verschiedenen PCR-Fragmente 
diskriminieren zu können. Ferner muss bei jedem Primerpaar auch darauf geachtet 
werden, dass bei Multiplex-PCR Bedingungen keine unspezifischen Produkte 
auftreten.  
Zur Genotypisierung der transgenen Mäuse die das P2X3-His-Strep-EGFP-
Fusionsprotein exprimieren sowie der P2X3–EGFP-Reportermäuse wurde eine 
Multiplex-PCR durchgeführt, bei der zum einen das eingefügte EGFPs
nachgewiesen wurde und zum anderen, als interne Kontrolle, dass die PCR-
Reaktion  stattgefunden  hat,  der  Nachweis  der  genomischen  Sequenz  des  β-Aktin 
erfolgte. Der Nachweis von β-Aktin ist sehr hilfreich, da die Extraktion genomischer 
DNA nicht immer erfolgreich verläuft.
Die Extraktion der genomischen DNA erfolgte mit Hilfe des REDExtract-N-Amp™ 
Tissue PCR Kit (Sigma Aldrich, Palo Alto, USA). Dabei wurden die Mengen an zu 
verwendenden Puffer jeweils halbiert gegenüber der Empfehlung des Herstellers. 
Nach der Extraktion erfolgte die PCR in einem Reaktionsvolumen von 10 µl. Diese 
setzten sich aus 5µl  Extract-N-Amp Tissue PCR Reaction Mix, 2µl Reinstwasser, je 
0,25µl 10µM Primer und 2 µl DNA Extrakt zusammen. Die PCR Bedingungen sind in 
Tabelle 4 gezeigt. Die Auswertung der PCR erfolgte durch Auftrennung im 1%igen 
Gel. 
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Tabelle 4: PCR-Bedingungen Genotypisierung
Reaktionsschritt Anzahl der Zyklen Temperatur Dauer
Denaturierung 1 94°C 3 min
Denaturierung 94°C 30 sec
Annealing 62°C 45 sec
Elongation
30
72°C 45 sec
Elongation 1 72°C 10 min
3.2.11 Übersicht über die klonierten Plasmide
Im Anhang unter Abschnitt 8.1 befindet sich eine Liste der im Verlauf dieser Arbeit 
selbständig klonierten DNA-Konstrukte.
3.2.12 cRNA-Synthese
Nach Linearisierung der Plasmid-DNA durch Restriktion mit XhoI (New 
England Biolabs, Frankfurt, Main, Deutschland) wurde die DNA unter Verwendung 
des QIAquick Nucleotide Removal Kits (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Anschließend 
wurde die DNA mit 100%igem Ethanol (Ethanol für die Molekularbiologie, Merck, 
Darmstadt) und 3 M Natriumacetat pH 5,2 (Sigma, Steinheim) versetzt und bei -20°C 
präzipitiert. Die DNA wurde durch Zentrifugation bei 4°C mit 13.200 rpm (Eppendorff 
5415R, Festwinkelrotor FA-45-24-11) pelletiert. Das Pellet wurde mit 70%igem 
Ethanol (v/v) gewaschen. Die DNA wurde dann bei Raumtemperatur getrocknet und 
anschließend in 30 μl 0,5 x TE-Puffer aufgenommen. 
Die so behandelte DNA wurde als Template für die eigentliche in vitro-
Transkription eingesetzt. 0,5-1 μg  der  Template-DNA wurden mit SP6-Polymerase 
(Epicentre Biotechnologies, Madison, USA) versetzt und in Gegenwart von rNTPs 
(NTP Set, Amersham Biosciences, Freiburg) und Cap-Nukleotiden (ARCA CAP 
Analogon, Jena Bioscience, Jena) bei 37°C inkubiert. Die DNA wurde anschließend 
durch Sepharose-Gelchromatographie (AutoSeq G-50 Säulen, GE Healthcare, 
Freiburg) gereinigt. So werden freie Nukleotide entfernt. Nach Phenol-Chloroform-
Extraktion wurde die transkribierte cRNA gefällt, gewaschen und in 5 mM Tris/HCl 
pH 7,4 (Sigma, Steinheim) aufgenommen. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte 
durch photometrische Bestimmung der Absorption bei 260 nm (BioPhotometer, 
Eppendorf).
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Die synthetisierte RNA wurde aliquotiert und bei -80°C gelagert. Alle für die 
Injektion verwendeten RNAs wurden auf Stabilität und Verunreinigungen kontrolliert. 
Hierzu wurde ein Aliquot der entsprechenden cRNA-Probe über Nacht bei 
Raumtemperatur gelagert und anschließend durch Agarose-Gelelektrophorese auf 
ihre Integrität überprüft. Die RNA wurde durch GelRed Fluoreszenz nachgewiesen. 
3.3 Charakterisierung transgener Mäuse
3.3.1 Versuchstiere und Haltung
Für die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden Mäuse des Stammes C57/BL6J 
verwendet. Die Mäuse stammten aus eigener Zucht im Institut für Versuchstierkunde 
der RWTH Aachen. 
Alle Tierversuche wurden vom örtlichen Tierschutzbeauftragten geprüft, genehmigt 
und entsprechend des europäischen FELASA Standard durchgeführt. Alle 
Versuchstiere wurden in den Tierlaboren des Instituts für Versuchstierkunde unter 
speziellen pathogenfreien Bedingungen gezüchtet und gehalten. 
3.3.2 Organentnahme bei Mäusen
C57/BL6J Mäuse wurden durch Inhalationsnarkose mit Isofluoran (Forene 100%, 
Abbot, Abbot Park, USA) tief anästhesiert. Durch Dekapitation wurden die Tiere 
getötet. Anschließend erfolgte die Entnahme der Organe, welche bis zur weiteren 
Analyse in Phosphat gepufferter Kochsalzlösung (PBS; Biochrom AG, Berlin) bei 4°C 
auf Eis gelagert wurden. Die Organentnahme erfolgte im Einklang mit den geltenden 
Tierschutzgesetzen. Eine entsprechende Genehmigung durch Anzeige nach §4 des 
Tierschutzgesetzes beim Landesamt für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz 
Nordrhein-Westfalen (Aktenzeichen 10857 A4) liegt vor.
3.3.3 Primäre Zellkultur von DRG Neuronen
Um die Neurone der Hinterwurzelganglien zu kultivieren wurden zunächst 6-10 
Wochen alte Mäuse mit Isofluoran in eine tiefe Narkose versetzt und dekapitiert. 
Nach Sektion der Wirbelsäule wurde diese mit einer Schere geöffnet und das 
Rückenmark entfernt. Die Hinterwurzelgangliensäckchen wurden mit Hilfe eines 
Binokulars aus der Wirbelsäule freipräpariert. Die Ganglien wurden in eisgekühlter 
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Phosphat gepufferter Salzlösung (PBS, Biochrom, Berlin) mit Penicillin und 
Streptomycin (beides 100µg/ml; gibco, USA)  gesammelt.
Zur enzymatischen Dissoziation wurden die Ganglien für 15 min in warmem 
Hanks Balanced Salt Solution (HBSS) mit 1,5 mg/ml Collagenase (Typ IIA, Sigma) 
und 3 mg/ml Dispase bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 0,25% Trypsin (w/v) 
wurden die Zellen nochmals 10 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde die 
enzymatische Reaktion durch die Zugabe von DMEM Glutamax mit 10 % FCS 
abgestoppt. Das Gewebe wurde mit Hilfe einer feuerpolierten Glaspipette 
mechanisch dissoziiert und die erhaltene Suspension wurde für 5 min bei 1000 r.p.m. 
bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde in 
Zellkulturmedium (DMEM Glutamax; 10% FCS; 3 µM HEPES, 0,3% Glukose; 
Penicillin/Streptomycin 100µg/ml)  resuspendiert. 
Die vereinzelten Zellen wurden auf Poly-L-Lysin (0,01%, Sigma) beschichteten 
Deckgläschen (Ø 32 mm) in einer Zellkulturschale (70  μl 
Zellsuspension/Deckgläschen) ausplattiert und im Brutschrank (37°C, 95% Luft, 5% 
CO2) kultiviert. Eine Stunde nach der Ausplattierung wurden zu jeder Schale 2 ml 
Kulturmedium, welches mit 30 ng/ml NGF substituiert war, zugegeben. 
Die verwendeten Deckgläschen wurden vor ihrer Verwendung für mindestens 12 
Stunden mit Poly-L-Lysin (1 ml; 0,01 %; Sigma) beschichtet. Nach der Beschichtung 
wurden sie dreimal mit destilliertem und autoklaviertem Wasser gewaschen. Vor der 
Ausbringung der Zellen mussten die Schalen vollständig trocken sein. 
3.3.4 Fixierung von Zellen mit Paraformaldehyd
Die Zellen wurden zunächst dreimal mit PBS gewaschen, um Mediumreste zu 
entfernen. Anschließend wurden die Zellen mindestens 20 Minuten mit 4% 
Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Für die Antikörperfärbung wurden die Zellen mit 0,1% 
Triton X100 permeabilisiert und anschließend mit Blockierlösung ( 10% Normal goat 
serum, 0,2% BSA in PBS) 1 h lang blockiert, um die Antikörperbindestellen 
abzusättigen und so den Anteil unspezifischer Bindungen zu erniedrigen. Der 
Primärantikörper wurde in Blockierlösung gelöst und über Nacht bei 4°C auf den 
Zellen inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen, 
um Reste des Primärantikörpers zu entfernen. Anschließend erfolgte die Inkubation 
mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Zweitantikörpers für mindestens 2 h bei 
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Raumtemperatur. Dann wurden Reste des Sekundärantikörpers durch dreimaliges 
Waschen mit PBS entfernt und die Zellkerne der Zellen mit 1 µg/ml 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI; Sigma) angefärbt. Die Zellen wurden eingedeckelt und unter 
dem konfokalen Mikroskop analysiert.
3.3.5 Fixierung von Mausgewebe durch Perfusion mit Paraformaldehyd
Zur Fixierung von Gewebe für anschließende Kryosektionen wurden die Mäuse 
transkardial mit 4% PFA perfundiert. Hierzu wurden die Mäuse zunächst tief mit 
Isofluoran anästhetisiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass diese Narkose bereits 
zum Tod der Versuchtiere führt, durch eine Hohe Dosis Forene. Anschließend wurde 
der Brustkorb eröffnet und eine Kanüle mit einem Durchmesser von 0,8 mm in den 
linken Ventrikel des Mäuseherzens eingeführt ohne das Septum oder die 
Mitralklappe zu verletzen. Dann wurde der rechte Vorhof durch einen Schnitt 
eröffnet. Anschließend erfolgte zunächst eine Perfusion mit 15 ml PBS mit 10U/ml 
Heparin bei einer Perfusionsgeschwindigkeit von 90ml/h. Dies diente der Entfernung 
des Blutes aus dem Kreislaufsystem. Nach Durchlauf des PBS wurde die 
Perfusionslösung durch 4% PFA, gelöst in PBS, ausgetauscht. Es wurde ein 
Volumen von 50 ml perfundiert. Die Perfusionsgeschwindigkeit blieb dabei gleich. 
Nach Passage des PFA wurden die entsprechenden Organe entnommen und 1 h in 
4%PFA/PBS nachfixiert. Anschließend erfolgt die Entwässerung des Gewebes über 
einen Sucrosegradienten (in PBS). Dafür wurde das Gewebe jeweils über Nacht in 5 
,15 und 30% Sucrose gelöst in PBS inkubiert. 
Die Perfusion erfolgte im Einklang mit den geltenden Tierschutzgesetzen. Eine 
entsprechende Genehmigung durch Anzeige nach §4 des Tierschutzgesetzes beim 
Landesamt für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen 
(Aktenzeichen 10857 A4) liegt vor.
3.3.6 Herstellung von Kryoschnitten
Das mit PFA fixierte und durch den Sucrosegradienten entwässerte Gewebe wurde 
in Gefriermedium (Neg50, Richard Allan Scientific, USA) eine halbe Stunde 
äquilibriert. Anschließend wurde das Gewebe bei -80°C eingefroren. Für die Schnitte 
wurde das Gewebe dann mit Hilfe des Gefriermediums auf den gekühlten Sockel des 
Cryotoms festgefroren. Das Gewebe wurde eingespannt und mit dem gekühlten 
Messer wurden Schnitte mit einer Dicke von 20-25 µm angefertigt. Die Schnitte 
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wurden unmittelbar nach der Anfertigung auf Poly-Lysine beschichte Objektträger 
(Thermo Scientific, USA) aufgezogen. Die Schnitte wurden 1 Stunde auf dem 
Objektträger bei Raumtemperatur getrocknet. Bis zur Färbung wurden die Schnitte 
bei -20°C gelagert.
3.3.7 Immunofluoreszenz an Kryoschnitten
Die Schnitte wurden zunächst über Nacht aufgetaut, um die Haftung zu verbessern 
und eine Abschwimmen der Schnitte während der Färbung zu vermeiden. Dann 
wurden die Schnitte anschließend mit einem Pap-Pen Liquid-Blocker (Sigma) 
umrandet. Dies ist ein Stift, welcher eine Fettschicht um die Schnitte erzeugt, 
wodurch die Menge an verwendeter Flüssigkeit während der Färbung minimiert 
werden kann. Wenn der Liquid-Blocker festgetrocknet war, wurden die Schnitte 
dreimal 5 min mit PBS gewaschen, um das Einfriermedium zu entfernen. 
Anschließend wurden die Schnitte mindestens 1 Stunden in Blockingpuffer (PBS, 
10% normal goat serum; 0,2% BSA) inkubiert, um freie Bindungsstellen, an welche 
der Antikörper unspezifisch binden könnte abzusättigen. Die Inkubation mit dem 
Primärantikörper erfolgte bei 4°C über Nacht. Der Primärantikörper wurde in 
Blockingpuffer gelöst. 
Am nächsten Tag wurden die Schnitte dreimal mit PBS gewaschen und 
anschließend mit Sekundärantikörper in Blockingpuffer für mindestens 2 Stunden bei 
Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C inkubiert. Im Folgenden wurden die 
Schnitte dreimal mit PBS gewaschen, um ungebundenen Antikörper zu entfernen. 
Zum Schluss wurde eine Kernfärbung mit 1 µg/ml DAPI (Sigma) durchgeführt. Dafür 
wurden die Schnitte 1 min mit in PBS gelöstem DAPI inkubiert und anschließend 
einmal mit PBS gewaschen. Wenn die Flüssigkeit abgetrocknet ist, wurden die 
Schnitte mit einem Deckgläschen und  Roti®Mount FluorCare abgedeckt. Die 
Analyse der Schnitte erfolgte durch Fluoreszenzmikroskopie.
3.3.8 Konventionelle Fluoreszenzmikroskopie
Die Schnitte wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M der Firma 
Zeiss (Jena) untersucht. In Tabelle 5 sind die Eigenschaften der verwendeten Filter 
aufgelistet und in Tabelle 6 sind die verwendeten Objektive benannt. Bilder wurden 
mit einer Charge-Coupled Device Kamera (Axioxcam, Zeiss, Jena) aufgenommen 
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und mittels Programms Axiovsion 4.8 (Zeiss, Jena) nachgearbeitet. Ausgewählte 
Schnitte wurden mit einem konfokalen Mikroskop analysiert.
Tabelle 5: Eigenschaften der verwendeten Filterblöcke im Fluoreszenzmikroskop
Bezeichnung Fluorophor Anregungsfilter Teiler Emissionsfilter
DAPI DAPI BP 365/12 FT 395 LP 397
TRITC Cy3 BP 546/12 FT 580 LP 590
FITC CY2/ FITC BP 450/50 FT 480 BP 510/50
Tabelle 6: Eigenschaften der im Axiovert 200M verwendeten Objektive.
Bezeichnung Vergrößerung Numerische Apertur
A-Plan 10x/0.25 Ph 1 10x 0,25
LD Achroplan 20x/0.40 Korr Ph 2 20x 0,4
LD Achroplan 40x/0.60 Korr Ph 2 40x 0,6
3.4 Konfokale Laser-Rastermikroskopie
Für die konfokalen Abbildungen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene
Laserscanning Mikroskopsysteme (LSM) genutzt: zum einen ein LSM 510 der Firma 
Zeiss (Jena, Deutschland) und zum anderen ein konfokales Mikroskop der Firma 
Leica (SP5/DM6000 CFS, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Bei Aufnahmen 
mit Hilfe des LSM 510 wurden verschiedene Objektive verwendet, die in Tabelle 7
aufgelistet sind. Der Alexa 546- und der Cy3-Fluoreszenzfarbstoff wurde mit einer 
Wellenlänge von 543 nm angeregt, die von einem Helium-Neon Laser emittiert 
wurde. Zur Detektion wurde ein BP 560 – 615 nm Emmissionsfilter verwendet. Der 
FITC-Farbstoff sowie das EGFP wurden mit 488 nm angeregt durch einen Argon-
Ionen-Laser emittiert und mit einem BP 505-530 nm Emissionsfilter detektiert. Der 
Cy5- oder Alexa 647-Fluoreszenzfarbstoff wurde mit Hilfe des Helium-Neon-Laser 
bei einer Wellenlänge von 633 nm angeregt und durch einen LP 650 nm 
Emissionsfilter detektiert. Der DAPI- und der Hoechst-Fluoreszenzfarbstoff, welche 
die DNA in den Zellkernen anfärben, wurden durch einen UV-Laser mit einer 
Wellenlänge von 364 nm angeregt und durch einen BP 385-470 nm Emissionsfilter 
detektiert. Die Bilder wurden anschließend mit Hilfe des LSM Image Browser (Zeiss, 
Jena) oder dem ImageJ Programms ausgewertet. 
Material und Methoden
50
Tabelle 7: Eigenschaften der verwendeten Objektive des LSM 510 von Zeiss.
Bezeichnung Vergrößerung Numerische Apertur
Plan Neofluar 10x/0,3 10x 0,3
EC Plan Neofluor 20x/0,50 M27 20x 0,5
C-Apochromat 40x/1,2 W corr 40x 1,1
Das Mikroskop der Firma Leica verfügte über ein 20x Tauchobjektiv mit einer 
numerischen Apertur von 1. Der FITC-Farbstoff sowie das EGFP wurden mit 488 nm 
angeregt durch einen Argonlaser emittiert und mit einem BP 505-530 nm 
Emissionsfilter detektiert. Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit Hilfe der Leica 
AF6000 imaging Software.
3.5 Proteinchemische Methoden 
3.5.1 Extraktion von Protein aus Mausgewebe
Zur Solubilisierung der Proteine aus Mausgeweben wurden die jeweiligen Organe, 
falls notwendig, mittels Skalpell zerkleinert und jeweils in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß 
(Safe-Lock, Eppendorf, Hamburg) überführt. Nach Pufferzugabe wurden sie unter 
Verwendung eines Ultraturrax (PT1200, Polytron, Bald Wildbad) homogenisiert. Als 
Puffer diente auf Eis gekühlter 0,1 M Phosphatpuffer pH 8,0 (Sambrook et al., 1989), 
der mit 1% Dodecylmaltosid (AppliChem, Darmstadt), und den Complete Mini 
Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche Applied Science, Mannheim) versetzt war. 
Das Homogenat wurde anschließend 30 Minuten auf Eis gekühlt und dabei 
zwischendurch mindestens dreimal gevortext (Vortex Genie 2, Bender & Hobein AG, 
Zürich). Nach der 30 minütigen Inkubationszeit wurden die unlöslichen Bestandteile 
des Homogenats abzentrifugiert (13 200 rpm, 15 min, 4°C, Centrifuge 5415 R, 
Eppendorf, Hamburg). Der Überstand wurde als Proteinhomogenat in ein neues 
1,5 ml Reaktionsgefäß (Safe-Lock, Eppendorf, Hamburg) überführt. Die Proteine im 
Homogenat wurden anschließend entweder direkt in der SDS-PAGE aufgetrennt, die 
Membranfraktion wurde durch Ultrazentrifugation isoliert oder durch 
Affinitätschromatographie aufgereinigt.
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3.5.2 Isolierung der Membranproteine von löslichen Proteinen
Das Homogenat wurde hierzu 90 Minuten bei 2°C und 18.000 g zentrifugiert. Das 
erhaltene Pellet wurde anschließend je nach Größe in zwischen 30 und 100 µl 
Solubilisierungspuffer aufgenommen (0,1 M Phosphatpuffer, 0,4mM Pefabloc, 1% 
(w/v) Digitonin). Die so erhaltene Membranfraktion wurde anschließend mittels 
Affinitätschromatographie aufgereinigt.
3.5.3 Isolierung von Proteine durch Nickel-Chelat-Affinitäts-
chromatographie aus Mausgewebe
Das Homogenat wurde wie in 3.5.1 beschrieben gewonnen und anschließend für die 
Chromatographie genutzt. Der Überstand wurde zur Inkubation auf eine 1:1 (v/v) 
Suspension von Ni2+-NTA-Agarose (Qiagen, Hilden) in 0,1 M Phosphatpuffer pH 8,0 
pipettiert. Um unspezifische Bindungen von Proteinen ohne Hexahistidylsequenz an 
die Ni2+-NTA-Agarose zu vermindern und somit die Spezifität der Bindung der 
überexprimierten Proteine zu erhöhen, wurden dem Ansatz zusätzlich 10 mM 
Imidazol hinzugefügt. Die verschiedenen Ansätze wurden daraufhin für 45-60 min bei 
Raumtemperatur im Über-Kopf-Schüttler (REAX 2, Heidolph, Kelheim) in Suspension 
gehalten. Die Bindung der Proteine, die eine N- oder C-terminale 
Hexahistidylsequenz enthielten, erfolgte dabei durch Chelatbildung über die freien 
Elektronenpaare der sechs Histidine mit den immobilisierten Ni2+-Ionen.
Nach der Inkubation wurde die Ni2+-NTA-Agarose mit den daran gebundenen 
Proteinen abzentrifugiert (1,5 min, 10 000 rpm, 21°C) und der Überstand verworfen. 
Die Ni2+-NTA-Agarose wurde fünfmal mit je 1 ml Detergenz enthaltendem 
Waschpuffer (0,1 M Phosphatpuffer pH 8,0, 1 mM 2-Iodacetamid, 25 mM Imidazol, 
Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche Applied Science, 
Mannheim), versetzt mit 0,2% Digitonin) gewaschen. Dabei wurde die Ni2+-NTA-
Agarose bei jedem Waschschritt in dem zugegebenen Puffer vollständig 
resuspendiert, erneut abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Nach dem letzten 
Waschschritt wurde der Überstand möglichst vollständig entfernt.
Zur Elution der an die Ni2+-NTA-Agarose gebundenen Proteine unter nativen 
Bedingungen wurden diese mit  Elutionspuffer (1% Digitonin in 250 mM 
Imidazol/HCl, pH 7,4) 15 min bei 21°C im Horizontalschüttler (Thermomixer comfort, 
Eppendorf, Hamburg, 1050 rpm) durch die hohe eingesetzte Imidazolkonzentration 
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aus der Bindung an die Ni2+-Ionen verdrängt. Nach erneuter Sedimentation der Ni2+-
NTA-Agarose wurde der Überstand abgenommen und in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt. Zur Vervollständigung der Elution wurde die Ni2+-NTA-Agarose erneut mit 
derselben Menge Elutionspuffer inkubiert. Die beiden so erhaltenen Fraktionen 
wurden vereinigt und auf Eis gehalten.
In einigen Versuchen wurde zur Kontrolle der Vollständigkeit der Elution ein 
weiterer Elutionsschritt hinzugefügt. Hierbei wurden durch 250 mM Imidazol/HCl 
potentiell nicht eluierte Proteine unter Verwendung von 1 x SDS-Probenpuffer und 20 
mM 1,4-Dithiothreitol (DTT) 15 min bei 96°C im Horizontalschüttler nacheluiert (5 x 
SDS-Probenpuffer: 310 mM Tris/HCl, 10% SDS, 50% Glycerol (AppliChem), 0,5% 
Bromphenolblau (Sigma), pH 6,8).
3.6 Xenopus laevis-Oozyten als Expressionssystem
3.6.1 Herkunft und Haltung der Frösche
Afrikanischen Krallenfrösche (Xenopus laevis) wurden aus Frankreich (Xenopus
express, Vernassal, Frankreich) importiert. Die Haltung erfolgte im Institut für 
Versuchstierkunde der RWTH Aachen. Die Tiere wurden in einem Becken mit 200 l 
Leitungswasser mit kontinuierlicher Pressluft-Begasung gehalten. Die 
Wassertemperatur lag bei 16-20°C und der Raum wurde in einem 12-Stunden-
Rhythmus beleuchtet. 
3.6.2 Gewinnung des Ovars 
Die Betäubung der Xenopus laevis-Weibchen erfolgte in einer mit HEPES (Sigma, 
Steinheim) auf pH 7,4 eingestellten 0,2%igen Lösung von 
3-Aminobenzoesäureethylester (Triacin, MS 222, Sigma Chemicals, St. Louis, USA). 
Die Haut und die Muskelschicht wurden durch einen Schnitt so geöffnet, dass ein 
Ovar freigelegt wurde. Anschließend wurde ein Teil des Ovars entnommen und  bis 
zur Weiterbehandlung in steriler Oozyten-Ringer-Lösung (ORi+, 90 mM NaCl, 1 mM 
KCl, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM HEPES, mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt) bei 
19°C aufbewahrt. Der restliche Teil des Ovars verblieb im Frosch. Die Öffnung wurde 
durch separate Naht der Muskel- und Hautschicht mit resorbierbaren Fäden wieder 
verschlossen. Zur Beobachtung blieb der Frosch über Nacht in einem separaten 
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Behälter in Leitungswasser. Wenn der Frosch gesund erschien, wurde er 
anschließend in ein separates Becken mit bereits operierten Tieren zurückgesetzt. 
Nach vollständiger Heilung der Wunde und ausreichender Zeit zur Regeneration des 
Ovars konnte eine zweite Operation durchgeführt werden, bei der das andere Ovar 
entnommen wurde. Da die Regeneration des Ovars erfahrungsgemäß 
unzufriedenstellend war, wurden die Frösche nach der zweiten OP durch Entblutung 
in Narkose getötet. Die Ovarentnahme erfolgte im Einklang mit den geltenden 
Tierschutzgesetzen. Eine entsprechende Genehmigung durch Anzeige nach §6 des 
Tierschutzgesetzes beim Landesamt für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz 
Nordrhein-Westfalen (Aktenzeichen 8.87-51.05.20.10.131) liegt vor.
Um das störende Bindegewebe um Oozyten und Follikelzellen zu entfernen 
(Dumont, 1972) wurde das gewonnene Ovar vorsichtig zerteilt und über Nacht (ca. 
15 h) in steril filtrierter Kollagenase (1,3-1,5 mg/ml Kollagenase NB4G Proved Grade, 
Serva, Heidelberg) in Gentamycin-haltigem ORi+ (50 μg/ml Gentamycin-Sulfat, Alexis 
Biochemicals, Grünberg) bei 19°C inkubiert. Zur Entfernung von Kollagenase und 
Zelltrümmern wurden die Oozyten am nächsten Morgen mehrfach durch Dekantieren 
und Resuspendieren in ORi+ vorgewaschen. Zur Ablösung der Follikelzellen wurden 
die Oozyten anschließend für 10 min in steriler Ca2+-freier Oozyten-Ringer-Lösung 
(ORi-, 90 mM NaCl, 1 mM KCl, 1 mM MgCl2, 10 mM HEPES, mit NaOH auf pH 7,4 
eingestellt) inkubiert und erneut mit ORi+ gewaschen. Die so gewonnenen Oozyten 
wurden in eine Cell+-Gewebekulturschale (Ø 10 cm, Sarstedt, Nümbrecht) mit 
frischem ORi+ überführt.
Für die cRNA-Injektion wurden Oozyten der Entwicklungsstadien V oder VI 
(Colman, 1984) mit möglichst homogenem Aussehen bezüglich Größe und Färbung 
mit Hilfe einer Glas-Pasteurpipette mit Feuer-polierter Öffnung selektiert. Vor der 
cRNA-Injektion wurden die Oozyten mindestens 1 h ruhen gelassen. Generell 
erfolgte die Aufbewahrung der Oozyten bei 19°C in ORi+ in Cell+-
Gewebekulturschalen (Ø 6 cm, Sarstedt, Nümbrecht), bei längerer Aufbewahrung 
unter Zusatz von Gentamycinsulfat, um einen Befall durch Mikroorganismen zu 
vermeiden.
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3.6.3 cRNA-Injektion in X. laevis-Oozyten
Nach der Selektion der entfollikulierten Oozyten der Stadien V-VI wurden in diese in 
vitro synthetisierte cRNA injiziert. Mit einem Stereomikroskop (Stemi DV4, Zeiss, 
Jena), einer Mikroinjektionspumpe (Nanoliter Injector, World Precision Instruments, 
Sarasota, USA) und einem Mikromanipulator (World Precision Instruments) wurde 
die cRNA in die Oozyten eingeführt. Für die Injektion wurden Glaskapillaren mit Hilfe 
eines Mikropipettenpullers (Modell PP-830, Narishige, Japan) fein ausgezogen. 46 nl 
der cRNA wurden mit Konzentrationen von 0,1-1 μg/μl (23-46 ng pro Oozyte) einzeln 
oder, im Falle einer Koinjektion, als Gemisch mehrerer cRNAs injiziert. Für die 
elektrophysiologischen Messungen wurden alle cRNAs vor der Injektion auf eine 
Konzentration  von  0,1  μg/μl  eingestellt.  Injizierte Zellen wurden vor der weiteren 
Verwendung mindestens 1 h bei 19°C in ORi+ gelagert.
3.6.4 Metabolische Markierung mittels L-[35S]-Methionin
Die Oozyten, in die cRNA injiziert wurde, wurden dreimal in ORi+ gewaschen und in 
zuvor mit Oozyten-Homogenat vorinkubierte Probengefäße (Sarstedt, Nümbrecht) 
überführt. Das vorherige Inkubieren mit Oozytenhomogenat verhindert ein Anhaften 
der Oozyten an die Gefäßwand und ermöglicht eine unbeschadete Entnahme der 
Oozyten aus dem Gefäß nach einer Inkubation. Für ein definiertes 
Reaktionsvolumen wurde überschüssige Flüssigkeit über den Oozyten entfernt. Um 
die neu gebildeten Proteine metabolisch zu markieren, wurden die Oozyten in ORi+
unter Zugabe von L-[35S]-Methionin (ca. 0,1 MBq/Oozyte, PerkinElmer, Überlingen) 
in der Regel über Nacht inkubiert. Die als „Puls“ bezeichnete metabolische 
Markierung des Gesamtproteins wurde durch dreimaliges Waschen mit ORi+
beendet. Vor der weiteren Aufarbeitung folgte eine „Chase“-Periode von 24 Stunden, 
in der die Oozyten in Gentamycin-haltigem ORi+ inkubiert wurden. Die in der Chase-
Periode neu translatierten Proteine bauen kein L-[35S]-Methionin mehr ein und 
konnten später somit nicht detektiert werden. 
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3.6.5 Isolierung rekombinanter Proteine durch Nickel-Chelat-Affinitäts-
chromatographie aus Oozyten
Bei der weiteren Aufarbeitung wurde je eine Gruppe aus 10 Oozyten, die mit 
derselben cRNA injiziert wurden, gebildet. Um bei der nachfolgenden Lyse die 
Aktivierung Ca2+-abhängiger Proteasen zu verhindern, wurden die Oozyten dreimal 
mit nominell Ca2+-freiem ORi (ORi-) gewaschen. Alle weiteren Schritte wurden soweit 
nicht anders angegeben alle auf Eis durchgeführt. Nachdem die Oozyten in ein 
1,5 ml Reaktionsgefäß (Safe-Lock, Eppendorf, Hamburg) überführt waren, wurden 
die einzelnen Gruppen nach Pufferzugabe  (20  μl  pro  Oozyte)  nach  unter 
Verwendung  einer  200  μl-Pipette durch zehnmaliges Auf- und Abpipettieren 
homogenisiert. Als Homogenisierungspuffer diente eiskalter 0,1 M Phosphatpuffer 
pH 8,0 (Sambrook et al., 1989), der mit 1% Digitonin (Calbiochem, Darmstadt), 
2-Iodacetamid (50 mM) und den Proteaseinhibitoren Pefabloc-SC  (100  μM), 
Leupeptin (50 μM),  Antipain  (10  μM)  und  Pepstatin  (5  μM,  alle  Biomol,  Hamburg) 
versetzt war. Anschließend wurde das Oozyten-Homogenat für 15 min auf Eis 
inkubiert und dabei dreimal 10-15 s bei mittlerer Stufe gevortext (Vortex Genie 2, 
Bender & Hobein AG, Zürich).
Nach Ablauf der 15 Minuten wurde das Homogenat abzentrifugiert (13 200 rpm, 15 
min, 4°C, Centrifuge 5415 R, Eppendorf, Hamburg), um den löslichen Anteil mit den 
solubilisierten Membranproteinen von den unlöslichen Zelltrümmern zu trennen. Der 
Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Um die vollständige 
Abtrennung der unlöslichen Bestandteile zu gewährleisten, wurde der Überstand 
erneut unter den oben genannten Bedingungen zentrifugiert und der Überstand 
erneut in ein frisches Safe-Lock-Gefäß überführt. 
In Versuchen, in denen Oozyten mit identischer cRNA injiziert wurden und im 
weiteren Verlauf unter verschiedenen Bedingungen aufgearbeitet werden sollten, 
wurden diese bei der Homogenisierung zusammengefasst, um eine erhöhte 
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erreichen. Dazu wurden 15 Oozyten in Puffer 
homogenisiert. Nach der Zentrifugation wurden der Überstand gleichmäßig auf zwei 
unterschiedliche Reaktionsgefäße verteilt und im weiteren Verlauf unterschiedlich 
behandelt.
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Der Überstand wurde zur Inkubation auf eine 1:1 (v/v) Suspension von Ni2+-NTA-
Agarose (Qiagen, Hilden) in 0,1 M Phosphatpuffer pH 8,0 pipettiert. Die Inkubation 
erfolgte nach 1:5 Verdünnung  0,1 M Phosphatpuffer pH 8,0, der mit 1% Digitonin 
und den entsprechenden Proteaseinhibitoren versetzt war. Zusätzlich wurden 10 mM 
Imidazol hinzugefügt, um die unspezifische Bindung von Proteinen ohne 
Hexahistidylsequenz an die Ni2+-NTA-Agarose zu minimieren. Durch Inkubation für 
45-60 min bei Raumtemperatur im Über-Kopf-Schüttler (REAX 2, Heidolph, Kelheim) 
wurden die verschiedenen Ansätze in Suspension gehalten. Die Bindung der 
Proteine, die eine N- oder C-terminale Hexahistidylsequenz enthielten, erfolgte dabei 
durch Chelatbildung über die freien Elektronenpaare der sechs Histidine mit den 
immobilisierten Ni2+-Ionen.
Nach der Inkubation wurde die Ni2+-NTA-Agarose mit den daran gebundenen 
Proteinen abzentrifugiert (1,5 min, 10 000 rpm, 21°C). Der Überstand wurde 
verworfen und die Ni2+-NTA-Agarose wurde fünfmal mit Detergenz-enthaltendem 
Waschpuffer (0,1 M Phosphatpuffer pH 8,0, 1 mM 2-Iodacetamid, 25 mM Imidazol, 
0,1 mM Pefabloc-SC, versetzt mit 0,2% Digitonin) gewaschen. Dabei wurde die 
Ni2+-NTA-Agarose bei jedem Waschschritt in dem zugegebenen Puffer vollständig 
resuspendiert, erneut abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Nach dem letzten 
Waschschritt wurde der Überstand möglichst quantitativ entfernt.
Die Elution der an die Ni2+-NTA-Agarose gebundenen Proteine erfolgte unter 
nativen Bedingungen. Dazu wurden diese mit Elutionspuffer (1% Digitonin in 250 mM 
Imidazol/HCl, pH 7,4) 15 min bei 21°C im Horizontalschüttler (Thermomixer comfort, 
Eppendorf, Hamburg, 1050 rpm) inkubiert. Durch die hohe eingesetzte 
Imidazolkonzentration werden die Proteine aus der Bindung an die Ni2+-Ionen 
verdrängt. Die Ni2+-NTA-Agarose wurde abzentrifugiert (1,5 min, 10 000 rpm, 21°C). 
Der Überstand wurde abgenommen und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 
Dieser Elutionsschritt wurde wiederholt. Die beiden so erhaltenen Fraktionen wurden
vereinigt und auf Eis gehalten.
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3.6.6 Strep-Tactin Affinitätschromatographie mit Oozytenhomogenaten
Neben dem  Hexahistidylsequenztag wurde als zusätzliches Affinitätsmotiv zur 
Aufreinigung der sogenannte Strep-tag (Schmidt and Skerra, 2007) als molekulares 
Werkzeug eingesetzt. Des Weiteren wurde der Strep-tag zur Koaufreinigung 
interagierender Proteine verwendet. Die Aufreinigung erfolgte analog der unter 3.6.5
beschriebenen Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie durch spezifische Bindung der 
Strep-tag-Sequenz an immobilisiertes Streptavidin (Strep-Tactin Sepharose, IBA, 
Göttingen). Dabei konnte auf den Zusatz von 10 mM Imidazol während der 
Inkubation verzichtet werden, da es die unspezifischen Bindungen in diesem Fall 
nicht unterbindet. Alle anderen Puffer wurden wie unter 3.6.5 beschrieben 
verwendet. 
Die Elution der an die Strep-Tactin Sepharose gebundenen Proteine erfolgte 
durch 10 mM Biotin in 250 mM Imidazol. Dabei werden die Proteine durch das Biotin 
aus ihrer Bindung an die Affinitätsmatrix verdrängt. Zur Überprüfung von 
Interaktionen zwischen koexprimierten Proteinen mit unterschiedlichen Affinitäts-tags
wurde der Überstand aus Gruppen mit 15 Oozyten zu gleichen Teilen über Ni2+-NTA-
Agarose und Strep-Tactin Sepharose aufgereinigt.
3.6.7 Fluoreszenzmarkierung von Oberflächenproteinen mittels 
Cy5-Mono-NHS-Ester
Die Markierung der an der Oberfläche der Oozyten exprimierten Proteine, 
erfolgte durch Inkubation der intakten Zellen unmittelbar vor der Homogenisierung 
mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5-Mono-NHS-Ester (Amersham Biosciences, 
Freiburg). 10-15 intakte Zellen wurden dreimal in Oozyten-PBS (20 mM NaH2PO4, 
110 mM NaCl, 1 mM MgCl2, mit NaOH auf pH 8,5 eingestellt) gewaschen. 
Anschließend wurden die Oozyten in mit Oozytenhomogenat vorbeschichtete 
Probengefäße (Sarstedt, Nümbrecht, s.o.) überführt. Die überstehende Flüssigkeit 
wurde soweit wie möglich entfernt. Zur Fluoreszenzmarkierung wurde Cy5-Mono-
NHS-Ester (10 mg/ml in wasserfreiem DMSO) in einer Konzentration von 50 µg/ml in 
Oozyten-PBS gelöst und die Oozyten wurden mit dem Reaktionsansatz für 30 min 
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde durch Abnehmen des 
Reaktionsmixes und dreimaliges Waschen der Oozyten in Oozyten-PBS beendet. 
Die weitere Aufarbeitung erfolgte wie unter 3.6.5  oder 3.6.6 beschrieben. 
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3.7 Polyacrylamid-Gelelektrophorese
3.7.1 Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-
PAGE)
Die durch die Homogenisation und Affinitätschromatographie gewonnenen Proteine 
wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt. Dabei wurde das System von Laemmli 
(Laemmli, 1970) genutzt. Die SDS-PAGE wurde mit Gelen in der Stärke von 1 mm 
und einer Größe von 8 x 16 cm (Höhe x Breite) in einer vertikalen Gelapparatur der 
Firma Phase (Lübeck) durchgeführt. Für Gele mit einer Größe von 18 x 16 cm (Höhe 
x Breite) wurde eine Apparatur der Firma Hoefer (SE600 Standard Dual Cooled 
Vertical Electrophoresis Unit, Hoefer, Holliston, USA) verwendet. Es wurden 
diskontinuierliche Gelsysteme (4%/10% Acrylamid) verwendet. Nachdem das 
10%ige Trenngel gegossen war, wurde, zwecks vollständiger Polymerisation,  
mindestens 1-2 h gewartet, bevor das 4%ige Sammelgel gegossen wurde. Die 
Polymerisation wurde durch die Zugabe von Ammoniumperoxodisulfat (APS) und 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (Temed) gestartet. Die genauen 
Zusammensetzungen von Sammel- und Trenngelen sind in Tabelle 8 aufgeführt. Für 
Gele der Größe von 18 x 16 cm wurde in beiden Fällen für das Trenngel ein 
2,2facher Ansatz und für das Sammelgel ein 2facher Ansatz verwendet.
Tabelle 8:Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel bei der diskontinuierlichen SDS PAGE
Acrylamidkonz. % (m/v) Trenngel 10% (8 x 16 cm) Sammelgel 4%
1,5 M Tris/HCl pH 8,8 2,25 ml --
0,5 M Tris/HCl pH 6,8 -- 1,26 ml
40% Acrylamid-Bis, 29:1 
(Bio-Rad, München) 2,25 ml 0,50 ml
Reinstwasser 4,45 ml 3,18 ml
SDS 5% 180 μl 100 μl
APS 10% 45 μl 25 μl
Temed 4,5 μl 5 μl
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Das Antrocknen der Geloberfläche sowie das Abfangen der zur Polymerisation 
erforderlichen Radikale durch Luftsauerstoff wurden durch die Überschichtung der 
Gele nach dem Gießen mit Wasser vermieden. Die Probentaschen wurden durch 
das Einschieben eines Kammes in das Sammelgel vor dessen Aushärtung 
ausgebildet.
Vor der Auftrennung mussten die nativ eluierten Proben denaturiert werden. Zu 
den Proben wurde 5 x SDS-Probenpuffer gegeben; dann wurden sie 15 min bei 56°C 
denaturiert. Durch Anlagerung von SDS an die Proteine kommt es zu einer 
gleichmäßigen Ladungsverteilung und zur Dissoziation der eluierten Proteine in 
deren Untereinheiten und damit zu einer vollständigen Denaturierung. Durch den 
Einsatz von 20 mM DTT während der Denaturierung wurden außerdem in der Regel 
Disulfidbrücken reduziert. Wurden bei der SDS-PAGE auf einem Gel sowohl nicht 
reduzierte als auch reduzierte Proben nebeneinander aufgetragen, wurden diese 
kurz vor dem Auftragen mit 100 mM 2-Iodacetamid versetzt, um überschüssiges DTT 
zu alkylieren und so zu verhindern, dass DTT während der SDS-PAGE in 
benachbarte Gelspuren diffundiert und dort Proteine reduziert. Dies minimierte 
Randeffekte und führte so zu einem gleichmäßigen Laufverhalten der unterschiedlich 
behandelten Proben. 
Als Massenstandard für die radioaktiv markierten Proteine diente der [14C]-
markierte Rainbow-Marker (High Range Rainbow [14C]-Molecular Weight Marker, 
GE Healthcare, Freiburg), der vor der Verwendung mit 1 x SDS-Probenpuffer und 20 
mM DTT versetzt und 2 min auf 95°C erhitzt wurde. Als Marker für Fluoreszenz-
Markierte Proteine wurde als zusätzlicher Massenstandard der All Blue-
Proteinmarker (Precision Plus Protein All Blue Standard, Bio-Rad, München) mit 1 x 
SDS-Probenpuffer und 20 mM DTT versetzt und auf das Gel aufgetragen. Dieser 
wird aufgrund der blau vorgefärbten Proteine bei der Detektion der Cy5-Fluoreszenz 
ebenfalls detektiert.
Die Elektrophorese erfolgte in einem Laufpuffer nach dem Laemmli-System (1 x 
SDS-Laufpuffer; 25 mM Tris/HCl, 192 mM Glycin, 0,1% SDS (m/v), pH 8,3). Durch 
Elektrophorese mit zunächst einer konstanten Spannung von 80 V wurden die 
Proteine im Sammelgel zunächst aufkonzentriert. Nachdem die Proteine die Grenze 
zwischen Sammel- und Trenngel überschritten hatten wurde die Spannung auf 130 V 
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erhöht. Das Ende der Elektrophorese wurde durch das Auslaufen der durch den 
Ladepuffer entstandenen blau gefärbten Bromphenolblau-Front bestimmt.
3.7.2 Blaue-native-PAGE
Die Blaue-native-PAGE (BN-PAGE) wurde zur Isolierung von Membranproteinen in 
enzymatisch aktiver Form entwickelt (Schägger and von Jagow, 1991;Wittig et al., 
2006). Zur Maskierung der Eigenladung der Proteine wird bei dieser 
Gelelektrophorese der negativ geladene Proteinfarbstoff Coomassie Blue G-250 
(Serva, Heidelberg) verwendet. Durch die amphiphilen Eigenschaften von 
Coomassie werden zusätzlich die hydrophoben Eigenschaften der Membranproteine 
abgeschwächt, so dass kein weiteres Detergenz während der PAGE benötigt wird. 
Auf diese Weise eignet sich die Methode auch zur Bestimmung schwach assoziierter 
Proteinkomplexe.
In den hier beschriebenen Versuchen wurden je nach Fragestellung 
kontinuierliche Polyacrylamidgradienten von 4-16% und 4-20%, bezogen auf die 
Gesamt-Acrylamidmenge, verwendet. So konnte ein möglichst großer 
Molekulargewichts-Bereich dargestellt werden. Eine weitere Erhöhung der Auflösung 
der Proteinbanden wurde durch ein 3,5%iges Sammelgel erreicht. Die genauen 
Zusammensetzungen von Trenn- und Sammelgelen sind in Tabelle 9 und 10
aufgeführt.
Die nativ eluierten Proteinproben wurden unmittelbar vor dem Auftragen mit 5 x 
BN-Probenpuffer (100 mM 6-Aminocapronat, 50% Glycerol (AppliChem, Darmstadt), 
1% m/v Coomassie Blue G-250 (Serva, Heidelberg), pH 7,0) versetzt. Um mit Hilfe 
partieller Dissoziation oligomerer Proteine in ihre Untereinheiten deren 
Oligomerzustand zu verdeutlichen, wurden einzelne Proben zuvor neben dem Zusatz 
von BN-Probenpuffer mit 0,1% SDS versetzt und für 1 h bei 37°C inkubiert. Als 
Massenstandard wurde BSA (Bovines Serum Albumin Fraction V, Roche, Mannheim; 
1 mg/ml, 1:1 in Glycerol) verwendet.
Die Elektrophorese wurde mit einem Zweipuffersystem mit Anoden-und 
Kathodenpuffer durchgeführt. Dabei wurde im Kathodenpuffer (50 mM Tricin, 15 mM 
BisTris bzw. 7,5 mM Imidazol, pH 7,0) vor der Verwendung mit 0,002% m/v 
Coomassie Blue G-250 gelöst. Als Anodenpuffer wurde entweder 50 mM BisTris 
ohne weitere Zusätze mit HCl auf pH 7,0 eingestellt oder 25 mM Imidazol verwendet. 
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Um eine Dissoziation der Proteinkomplexe durch die bei der Elektrophorese 
entstehende Wärme zu vermeiden,  erfolgte diese für 12-16 h bei einer geringen 
konstanten Spannung von 35 V. 
Tabelle 9: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel bei der kontinuierlichen BN-PAGE mit 
BisTris-Puffersystem.
BisTris-Version
Acrylamidgradienten des Trenngels (8 x 
16 cm)
Sammelgel
Acrylamidkonz. % (m/v) 4% bis 16% bis 20% bis 22% 3,5%
1,5 M 6-Aminocapronat, 
15 mM BisTris pH 7,0
1,43 ml 1,43 ml 1,43 ml 1,43 ml 1,41 ml
30% Acrylamid-Bis 
37,5:1 (Bio-Rad, 
München) 
0,573 ml 2,29 ml -- -- 0,493 ml
50% Acrylamid-Bis 
37,5:1 (Bio-Rad, 
München)
-- -- 1,72 ml 1,89 ml --
Reinstwasser 2,29 ml -- 0,58 ml 0,40 ml 2,327 ml
Glycerol -- 0,72 g 0,72 g 0,72 g --
APS 10% 30 μl 15 μl 15 μl 15 μl 15 μl
Temed 6 μl 3 μl 3 μl 3 μl 3 μl
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Tabelle 10: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel bei der kontinuierlichen BN-PAGE 
mit Imidazol-Puffersystem
Imidazolversion
Acrylamidgradienten des Trenngels (18 x 16 
cm)
Sammelg
el
Acrylamidkonz. % (m/v) 4% bis 16% bis 20% 3,5%
1,5 M 6-Aminocapronat, 
75 mM Imidazol pH 7,0
3,58 ml 3,58 ml 3,58 ml 2,82 ml
30% Acrylamid-Bis 
37,5:1 (Bio-Rad, 
München)
1,43 ml 5,72 ml -- 0,986 ml
50% Acrylamid-Bis 
37,5:1 (Bio-Rad, 
München)
-- -- 4,30 ml --
Reinstwasser 5,72 ml -- 1,45 ml 4,66 ml
Glycerol -- 1,8 g 1,8 g --
APS 10% 37,5 μl 37,5 μl 37,5 μl 60 μl
Temed 7,5 μl 7,5 μl 7,5 μl 12 μl
3.8 Detektion der Proteine
3.8.1 Typhoon-FluoreszenzImaging
Die Fluoreszenzmarkierung mit Cy5-Mono-NHS-Ester und die GFP-Fluoreszenz 
konnte direkt im Polyacrylamidgel mit Hilfe des Typhoon 9410-
Fluoreszenzscanners (Amersham Biosciences, Freiburg) detektiert werden. Die BN-
PAGE-Gele mussten für den Nachweis der Cy5-Fluoreszenz zunächst durch eine 
Inkubation für 3 Tage in einer Lösung aus Wasser (50 %, v/v), Acetonitril (50 %, v/v) 
und Ammoniumhydrogenphosphat (2 % w/v) entfärbt werden. Der im Kathodenpuffer 
enthaltenene Farbstoff wurde so entfernt (Rosenfeld et al. 1992). Die Gele waren 
nach der Behandlung dehydriert und wurden durch Inkubation in 0,1 M 
Phosphatpuffer pH 8,0 äquilibiriert. Die Anregung des Fluorophors des Cy5-Mono-
NHS-Esters erfolgte bei 633 nm, die Emission wurde bei 670 nm mit Hilfe der
670 BP 30/Red-Filters detektiert. GFP wurde durch einen Laser mit einer 
Wellenlänge von 488 nm angeregt und die Emission mit Hilfe eines entsprechenden
Filters (520 BP 40/Blue 2) bei 520 nm detektiert. Die auf diese Weise erhaltenen 
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digitalen Abbildungen der Fluoreszenz-Gele wurden mit Hilfe der ImageQuant
Software (Molecular Dynamics GmbH, Krefeld) qualitativ und quantitativ ausgewertet.
3.8.2 PhosphorImaging 
Zur Fixierung der Proteine in den Polyacrylamidgelen wurden diese für mindestens 
15 min in einem Gemisch aus 25% Isopropanol und 10% Essigsäure inkubiert. 
Anschließend wurden die Gele auf Whatman Chromatographie-Papier (3mm Chr, 
Whatman, Maidstone, GB) aufgezogen und 1,5-2 h bei 80°C und vermindertem 
Druck getrocknet (Model 583 Gel-Dryer, Bio-Rad, München).
Die so getrockneten Gele wurden je nach der zu erwarteten Intensität der 
Radioaktivität für 1-2 Wochen auf einen Storage Phosphor Screens (Amersham 
Biosciences, Freiburg) aufgelegt. Die Detektion der radioaktiv markierten Proteine 
erfolgte unter Verwendung des Storm 820 PhosphorImager (Amersham 
Biosciences, Freiburg). Durch die ionisierende Strahlung der radioaktiv markierten 
Proteinbanden kommt es zu einer Veränderung des Energiezustandes der im Screen 
enthaltenen BaFBR:EU2+-Kristalle an den entsprechenden Stellen. Die nach 
Anregung durch den Laser von den Kristallen abgestrahlte Energie in Form von 
blauem Licht wird durch den PhosphorImager ausgelesen, wodurch ein quantitativer 
digitaler Abdruck des entsprechenden Gels generiert wird. Die in dem Screen 
enthaltenen BaFBR:EU2+-Kristalle können durch die Bestrahlung für 10 Minuten mit 
normalen Weißlicht wieder in ihren Ursprungszustand zurückversetzt werden, so 
dass die Screens wieder verwendbar sind. Die qualitative sowie quantitative 
Auswertung der durch das PhosphorImager System erhaltenen Daten erfolgte mit 
Hilfe der ImageQuant Software (Molecular Dynamics GmbH, Krefeld).
3.8.3 Western Blotting
Um die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine mittels Immunodetektion zu 
analysieren wurden sie mittels semidry Western Blot Verfahren auf eine PVDF 
(Polyvinylidenfluorid)- Membran (Immobilon-P Transfer Membran, Millipore, USA)  
übertragen. Hierzu wurden 3 mm Filterpapiere und die Membran auf die Größe des 
Trenngels zugeschnitten. Die Membran wurde zunächst 5 s in 100% Methanol 
aktiviert und dann 15 Minuten in Transferpuffer (48 mM Tris Base, 39 mM Glycin, 
0,037% SDS (w/v), 20% Methanol (v/v)) äquilibriert. Die Filterpapiere wurden in 
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Transferpuffer getränkt. In einer Blotting-Kammer bestehend aus einer Kathode und 
einer Anode wurde der Blot folgendermaßen luftblasenfrei aufgebaut:
Anode
Filterpapier in Transferpuffer getränkt
PVDF-Membran äquilibriert in Transferpuffer
Polyacrylamidgel
Filterpapier in Transferpuffer getränkt
Kathode
Die Übertragung der Proteine erfolgte bei einer Stromdichte von 0,8mA/cm2
Membran für 45 Minuten bei einem Auflagegewicht von 1 kg.
3.8.4 Nachweis von Proteinen auf einer PVDF-Membran mittels 
Immunodetektion
Nach der Übertragung der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf die PVDF-
Membran wurden die freien Bindungsstellen, an welche der Antikörper unspezifisch 
binden könnte, mit 5%igem Milchpulver in PBS für zwei Stunden abgesättigt. Mittels 
Immunodetektion wurden die Proteine spezifisch auf der Membran nachgewiesen. 
Die geblockte Membran wurde dazu kurz mit PBS-T (PBS, 0,05% Tween20 (v/v))
gewaschen. Anschließend wurde sie über Nacht bei 4°C in dem entsprechenden 
Primär-Antikörper in PBS substituiert mit 1% BSA (w/v) schüttelnd inkubiert. Am 
nächsten Tag wurde die Membran dreimal zehn Minuten mit PBS-T gewaschen und 
2 Stunden bei Raumtemperatur in 1:10000 mit PBS verdünnten, Meerretich-
Peroxidase(HRP)-konjugierten Zweit-Antikörper getränkt. Überschüssiger Zweit-
Antikörper wurde durch dreimaliges Waschen für jeweils 10 Minuten mit PBS-T 
entfernt. Nun wurden die Immunkomplexe, welche sich auf der Membran gebildet 
hatten, mit Hilfe der HRP und des ECL (enhanced chemiluminescence) sichtbar 
gemacht. Die ECL-Detektionslösung (100mM Tris/HCl pH 8,5; 0,075% H2O2; 
1,25mM Luminol; 0,2 mM Coumarinsäure) enthält  das Substrat der HRP, bei dessen 
Umsetzung zum Produkt Licht freigesetzt wird. Die Membran wurde 5 Minuten in der 
Detektionslösung inkubiert, luftblasenfrei in eine Folie verpackt und mit Hilfe des LAS 
3000 (Fujifilm, Düsseldorf) detektiert. 
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4 Ergebnisse
4.1 Charakterisierung der transgenen Mäuse mit P2X3-His-
Strep-GFP-Fusionskonstrukt 
Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der durch 
vorhergehende Arbeiten generierten BAC transgenen Mäuse, welche ein P2X3-His-
Strep-GFP-Fusionsproteins exprimieren sollten. Hier sollte eine nachweisbare 
Expression des Fusionsproteins gezeigt werden. Dies wurde zunächst in primären 
Zellkulturen der Neurone der Hinterwurzelganglien dieser Tiere gezeigt, da in diesen 
die Expression des P2X3-Rezeptors als gesichert gilt und auch die Menge an 
exprimierten P2X3-Rezeptorproteinen vergleichsweise hoch ist, wie in zahlreichen 
vorangegangenen Studien gezeigt wurde (Bradbury et al. 1998; Lewis et al. 1995; 
Serrano et al. 2012). Bei den von Dr. Tanja Nußbaum generierten BAC transgenen 
Mäusen wurde durch Pronukleusinjektion ein BAC Vektor integriert, der für ein 
modifiziertes P2X3-Gen der Maus kodiert. Durch homologe 
Rekombinationstechniken wurde das P2X3-Gen so verändert, dass es nun für ein 
Fusionsprotein aus P2X3 mit einem Hexahistidyl- und einem StrepII-Affinitätstag, 
sowie einem EGFP als Fluoreszenzmarker  kodiert. Dadurch sollten Zellen der BAC 
transgenen Mäuse, die P2X3-Rezeptoren exprimieren, durch das EGFP, das in dem 
Fusionsprotein C-terminal an das P2X3-Protein angehängt wurde, eine native 
Fluoreszenz bei 511 nm zeigen, wenn man die Fluoreszenz des EGFP durch Licht 
mit einer Wellenlänge von 488 nm anregt. Das EGFP sollte in diesen Zellen auch mit 
spezifischen Antikörpern gegen GFP nachweisbar sein. Die Fluoreszenz oder auch 
das mit Antikörpern nachgewiesene Protein sollte dabei an der Zellmembran 
lokalisiert sein, da der P2X3-Rezeptor ein membranständiges Protein ist und das 
EGFP direkt mit dem P2X3-Protein fusioniert ist. Da P2X3-Rezeptoren hauptsächlich 
in DRG-Neuronen exprimiert werden, die Isolektin B4 (IB4) binden, sollte man an den 
meisten Zellen, bei denen man eine GFP-Fluoreszenz zeigen konnte, eine 
Kolokalisation von IB4 mit EGFP zeigen können. 
Abbildung 6 A zeigt das Ergebnis einer Immunofluoreszenzuntersuchung an 
fixierten kultivierten DRG-Neuronen, die von dem Kooperationspartner Marcus 
Grohmann am Rudolf Boehm Institut für Pharmakologie in Leipzig durchgeführt 
Ergebnisse
66
worden ist. Die Zellen wurden nach 3-tägiger Kultivierung mit 4% PFA fixiert und 
dann mittels Immunfluoreszenztechniken angefärbt und mittels konfokaler Mikrokopie 
ausgewertet. Die Zellen wurden dabei mit biotinyliertem Isolectin B4 (IB4) und einem 
Antikörper, der gegen GFP gerichtet ist, ko-gefärbt. Die Gegenfärbung erfolgte 
mittels Fluoreszenz-gekoppeltem Sekundärantikörper bzw. Streptavidin. Zusätzlich 
wurden die Zellen noch auf die durch das Fusionsprotein vermittelte native EGFP-
Fluoreszenz untersucht. Zellen, welche aus einer WT-Maus isoliert wurden, wurden 
parallel nach demselben Verfahren untersucht (Abbildung 6 B).
EGFP aGFP IB4 EGFP/aGFP/IB4/DAPI
Aa
aGFP IB4 
B
Ab Ac Ad
+/T +/T+/T+/T
EGFP WT WTWT WT
Ba Bb Bc Bd
EGFP/aGFP/IB4/DAPI
Abbildung 6: Expression des P2X3-His-Strep-GFP-Fusionsproteins in Neuronen von 
Hinterwurzelganglien
A und B, Konfokale Aufnahmen (LSM 510) primär kultivierter Neurone der Hinterwurzelganglien. 
Nach fünf Tagen in Kultur wurden die Zellen mit 4% PFA fixiert. GFP (Ab, Bb) und IB4 (Ac, Bc)
wurden mittels Immunfluoreszenz angefärbt. Der primäre GFP-Antikörper wurde sekundär mittels 
Cy3-gek-Antikörper nachgewiesen (aGFP) (Ab, Bb). Das biotinylierte IB4 wurde mittels Cy5 
gekoppelten Streptavidin nachgewiesen (IB4)(c). EGFP (Aa, Ba) zeigt die native GFP-Fluoreszenz. 
Im Overlay ist zusätzlich zu den Fluoreszenzkanälen eine Durchlichtaufnahme im Phasenkontrast 
gezeigt. A, Zellen isoliert aus einer BAC transgenen Maus mit dem P2X3-His-Strep-EGFP-
Fusionprotein (+/T). B, Zellen isoliert aus einer WT-Maus (+/+). 
In den Zellen, isoliert aus der Maus, welche das P2X3-His-StrepII-EGFP-
Fusionsprotein exprimieren, konnte keine native EGFP-Fluoreszenz gezeigt werden 
(Abbildung 6 Aa). Im Vergleich mit Zellen, welche aus einer WT-Maus stammten, 
kann man keinen Unterschied in der Fluoreszenzintensitäten erkennen (Abbildung 6
Ba). Der Antikörper gegen GFP zeigt zwar eine stärkere Färbung in den Zellen der 
transgenen Maus, im Gegensatz zu den Zellen aus der WT-Maus, allerdings scheint 
die Färbung homogen über die gesamte Zelle verteilt (Abbildung 6 Ab). Man würde 
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erwarten, dass das Fusionsprotein an der Zellmembran lokalisiert ist. Die Färbung 
mit IB4 zeigt, dass IB4-bindende Neurone isoliert wurden. In wiederholten 
Experimenten war es nicht möglich das Fusionsprotein in primären Zellkulturen von 
DRG-Neuronen von Mäusen, welche das P2X3-His-Strep-EGFP-Fusionsprotein 
exprimieren sollen, zu visualisieren.
Mit diesen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Mäuse, welche das P2X3-
His-Strep-EGFP-Fusionsprotein integriert haben, für die Expressionsanalyse des 
P2X3-Rezeptors mittels Fluoreszenzdetektion in Zellen nicht geeignet sind. Wenn 
man das Protein in DRG-Neuronen nicht nachweisen kann, kann man es vermutlich 
auch in anderen Geweben nicht. Zusätzlich wurde auch noch biochemisch über 
Affinitätsaufreinigung versucht das Fusionsprotein nachzuweisen. Obwohl in 
vorangehenden Experimenten bei der heterologen Expression des Fusionsproteins 
in Zellkulturlinien und Oozyten gezeigt werden konnte, dass das Fusionsprotein 
korrekt an der Oberfläche exprimiert wird und auch eine Fluoreszenz nachweisbar 
war, könnte es sein dass in den Zellen der Mäuse keine nachweisbare Expression 
erfolgt. Deshalb wurde versucht das Fusionsprotein durch eine Affinitätsaufreinigung 
über seine  Hexahistidylsequenz zu isolieren.
 Aus Mausorganen wurden die gesamten Proteine extrahiert und die 
Membranfraktion wurde durch Ultrazentrifugation pelletiert. Anschließend wurden die 
Proteine mit Hexahistidylsequenz mit Hilfe von Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie 
aufgereinigt. In vorangegangenen Experimenten bei denen sowohl mittels Ni2+-NTA-
Affinitätschromatographie als auch Strep-Tactin-Affinitätschromatographie versucht 
wurde, das Fusionsprotein zu isolieren, konnte nie ein Fusionsprotein nachgewiesen 
werden. Da Unsicherheit bestand, dass das Prinzip der Affinitätsaufreinigung 
vielleicht nicht korrekt funktionierte wurden als Kontrolle für den Erfolg der 
Aufreinigung die Proben aus den Mäusen mit einem Kontrollprotein versetzt. Dabei 
handelte es sich um ein Fusionsprotein aus der P2X2-Untereinheit der Maus mit C-
terminalem TagRFP, gefolgt von einer Hexahistidylsequenz und einem StrepII-Tag. 
Dieses Protein wurde zuvor aus Oozyten aufgereinigt und eine gut detektierbare 
Menge wurde gemeinsam mit dem Mausextrakt auf den Beads inkubiert. So konnte 
die Effizienz und der Erfolg der Aufreinigung nachgewiesen werden. Nach der Elution 
erfolgte die Auftrennung der Proteine in einer SDS-PAGE. Die Detektion der Proteine 
erfolgte durch Typhoon-Fluoreszenz-Scan.
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Abbildung 7: Expression des Fusionsproteins in ausgesuchten Mausorganen.
Die Proteine wurden aus Oozyten oder den entsprechenden Mausorganen isoliert. Wo angegeben
und bei allen Mausgeweben wurde die Membranfraktion durch Ultrazentrifugation pelletiert. Die 
Mausgewebeproben wurden anschließend mit dem Kontrollprotein mP2X2-His-StrepII-TagRFP 
versetzt. Dann wurden alle Proteine über Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie aufgereinigt. Die 
isolierten Proteine wurden mittels reduzierender SDS-PAGE (10%) aufgetrennt. Die Abbildung zeigt 
den Overlay eines Typhoonfluoreszenzscan des Gels. In grün ist GFP-Fluoreszenz dargestellt. In rot 
ist TagRFP-Fluoreszenz. Oozyten: Proteine isoliert aus Oozyten. Mausgewebe: Proteine, isoliert aus 
Mausgewebe. Membran: Proteine isoliert aus der Membranfraktion von Oozyten. P2X2: mP2X2-His-
StrepII-TagRFP. P2X3: mP2X3-His-StrepII-EGFP. 
In Abbildung 7 ist das Ergebnis eines Fluoreszenzscans dieses Experiment 
dargestellt. In grün ist die GFP-Fluoreszenz dargestellt, in rot die Fluoreszenz des 
TagRFPs. Man kann erkennen, dass in keinem der untersuchten Organe bzw. Zellen 
das grün markierte mP2X3-His-StrepII-GFP-Fusionsprotein detektiert werden konnte 
(Spuren 4-9). Lediglich in den Spuren, in denen zur Kontrolle Oozytenextrakt des 
mP2X3-His-StrepII-GFP-Konstruktes (Spuren 2 und 14)  aufgetrennt wurde, ist eine 
Bande, die grün fluoresziert, zu erkennen. Auch die Spur 10, in der Oozytenextrakt 
aufgetragen wurde, bei dem der mP2X3-His-StrepII-GFP-Rezeptor aus der 
Membranfraktion von Oozyten isoliert wurde und erst dann eine 
Affinitätschromatographie durchgeführt wurde, zeigt eine grün fluoreszierende 
Bande. Das zur Kontrolle zu den Organextrakten hinzu gegebene mP2X2-His-
StrepII-TagRFP-Protein aus den Oozyten konnte in allen untersuchten 
Organextrakten erfolgreich eluiert werden (Spuren 4-9). Dies belegt, dass eine 
erfolgreiche affinitätschromatographische Proteinaufreinigung mit Ni-NTA aus allen 
untersuchten Gewebeproben grundsätzlich möglich war.
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Da man vermuten kann, dass die Proteinmenge in den Zellen der transgenen 
Mäuse zu gering ist, als dass man sie mittels Typhoon-Fluoreszenz-Scan 
nachweisen kann, wurde ein weiteres Experiment durchgeführt, bei der das 
Fusionsprotein durch Western Blot und Immunodetektion mit GFP-Antikörper 
nachgewiesen werden sollte. Durch die Bindung des Sekundärantikörpers kommt es 
theoretisch zur Potenzierung selbst schwacher Signale, da mehrere 
Sekundärantikörper an einen Primärantikörper binden können; so sind auch geringe 
Proteinmengen nachweisbar. Neben der durch Affinitätsaufreinigung isolierten 
Proteine wurde ein Aliquot des Proteinhomogenats jedes untersuchten Gewebes in 
der SDS-PAGE (10%) aufgetrennt. Außerdem wurde der Überstand nach der Ni2+-
NTA-Affinitätschromatographie gesammelt und ein Aliquot dieses Überstand wurde 
in der SDS-PAGE aufgetrennt. Es erfolgte eine Nachelution bei der die gebundenen 
Proteine zusätzlich durch Inkubation der Beads bei 96°C in SDS-Probenpuffer eluiert 
wurden. Auch von dieser Nachelution wurde ein Aliquot in der SDS-PAGE 
aufgetrennt.
Abbildung 8: Analyse der P2X3-His-StrepII-GFP Fusionsprotein Expression durch 
Immunodetektion.
Aus Mausorganen von transgenen P2X3-His-StrepII-GFP-Fusionsmäusen und WT-Mäusen wurden 
die Proteine extrahiert und z.T. über Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie aufgereinigt. Die Proteine 
wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Western Blot und nachfolgender Immunodetektion 
mit einem Antikörper gegen GFP analysiert. Die Detektion erfolgte mittels HRP-Gekoppelter
Sekundärantikörper und ECL vermittelter Lumineszenz. Der Pfeil markiert die Bande mit der 
erwarteten molekularen Masse im Oozytenextrakt (Oo). NE=Nachelution; E= Elution; Ü= Überstand 
nach der Affinitätschromatographie; I= in die Affinitätschromatographie eingesetztes 
Proteinhomogenat. 
250-
150-
100-
75-
50-
37-
14 1513121110987654321
ENEIÜENE
+/T
DRGs
GFP
X3
Oo
NE IÜEIÜ
WT+/T
Rückenmark
Ergebnisse
70
Auch bei dem GFP-Nachweis mit Hilfe des Antikörpers konnte das Fusionsprotein 
nicht detektiert werden (Abbildung 8, Spur 3-6, 8-15). Das Kontrollprotein mP2X3-
His-StrepII-GFP, welches aus Oozyten aufgereinigt wurde, wurde dagegen klar vom 
Antikörper erkannt (Abbildung 8, Spur 1). Auch durch die Kombination von 
Affinitätsaufreinigung und Immunodetektion konnte die Expression des 
Fusionsproteins nicht gezeigt werden.
Da offensichtlich in der generierten BAC transgenen Maus keine nachweisbaren 
Proteinmengen des Fusionsproteins gebildet werden, konnte mit Hilfe dieser Maus 
weder die Expressionsorte des P2X3-Rezeptors untersucht werden, noch war es 
möglich, den Rezeptor unter nativen Bedingungen aus dem Gewebe aufzureinigen, 
um dadurch mit dem Rezeptor interagierende Proteine zu identifizieren. Da die 
Versuche mit mehreren Founderlinien, die genetisch alle unterschiedlich sind, 
durchgeführt wurden, ist davon auszugehen, dass die Expression eine P2X3-GFP-
Fusionsproteins kein erfolgreicher Ansatz ist, um die Expression des P2X3-
Rezeptors in einer Maus zu untersuchen. 
4.2 Generierung BAC transgener P2X3-EGFP-Reportermäuse
In der transgenen Maus, die das P2X3-His-Strep-GFP-Fusionsprotein exprimieren 
soll, konnte die Expression des Fusionsproteins nicht gezeigt werden und damit die 
Expression des P2X3-Rezeptors auch nicht untersucht werden. Zur reinen 
Genexpressionsanalyse gibt es die Möglichkeit eine Reportermaus zu generieren. 
Eine Reportermaus exprimiert ein Reportergen unter der Kontrolle des endogenen 
Promotors, des Protein, dessen Genexpression man untersuchen möchte. Da auf 
einem BAC der endogene Promotor inklusive aller regulatorischen Sequenzen 
vorhanden ist, kann mit der Hilfe eines BACs sogar die Genexpression von Proteinen 
untersucht werden, deren Promotorregion noch nicht vollständig aufgeklärt wurde. 
Auch die einzelnen Elemente des Promotors des P2X3-Gens sind nicht vollständig 
identifiziert. Durch Verwendung des entsprechenden BAC kann man so die 
Genexpression des P2X3-Rezeptors untersuchen, denn jedes Mal, wenn die 
Expression des P2X3-Rezeptors in der Maus aktiviert wird, wird auch der Promotor 
des P2X3-Gens aktiviert und so die Expression des Reportergens ausgelöst, 
welches dann anzeigt, welche Zellen P2X3-Rezeptoren exprimieren. So kann man 
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auch sehen, welche Faktoren die Expression dieses Gens positiv beeinflussen. 
Diese Strategie, die Generation von Reportermäusen zur Genexpressionsanalyse 
von Proteinen, wurde schon hundertfach durch das GENSAT Projekt der Rockefeller 
Universität  (New York, USA) erfolgreich durchgeführt, um die Expression von 
Proteinen im Nervensystem zu kartografisieren. Zur Generierung des P2X3-EGFP-
Reporter-BACs wurde EGFP als Reportergen gewählt. Abbildung 9 zeigt die 
chromosomale Lokalisation des P2X3-Gens auf Chromosom 2 der Maus und den 
Bereich des Chromosoms, für welchen der zur Generierung verwendete BAC-Klon 
RP23 240B8 kodiert. Bei der Wahl dieses BACs wurde darauf geachtet, dass 
mindestens 40 kb 5’ und 3’ der kodierenden Sequenz des P2X3-Gens liegen. 
Dadurch sind vermutlich alle regulatorischen Sequenzen des P2X3-Gens auf dem 
BAC lokalisiert. Auf dem BAC sind auch noch andere Gene kodiert. In der Regel 
werden diese aber auf dem BAC belassen, da diese meist keinen Einfluss auf die 
Reportergenexpression haben (Gong et al. 2003; Casanova et al. 2009; Zeilhofer et 
al. 2005). In Abbildung 9 ist auch gezeigt an welcher Stelle das EGFP in das BAC 
inseriert wurde.
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Abbildung 9: Struktur des P2X3-EGFP-Reporter BAC
Schematische  Darstellung, welche die Lokalisation des P2X3-Gens und des verwendeten BAC Klons 
RP23-240B8 (roter Kasten) innerhalb des Mausgenoms auf Chromosom 2 zeigt. Weiterhin ist die 
Lokalisation der P2X3 umgebenden Gene im BAC dargestellt. Im unteren Teil ist die Struktur des 
Genes mit seinen 12 Exons und 11 Introns gezeigt.  Es ist dargestellt, dass die EGFP-kodierende 
Sequenz direkt 5‘ vom ATG-Start-Codon eingeführt wurde. P2X3 wird vom komplementären Strang 
der DNA kodiert.
4.2.1 Herstellung der Homologiekassette mit EGFP und FRT-flankierter 
Kanamycin-Resistenz
Die Generation des P2X3-EGFP-Reporter-BACs wurde mit Hilfe der RedE/T 
Rekombination durchgeführt. Für diese homologe Rekombination wird eine 
Homologiekassette benötigt. Diese muss für das Reportergen kodieren inklusive 
Start ATG und Polyadenylierungssignal. Das Reportergen muss flankiert sein mit 
homologen Sequenzen, homolog zur Insertionsstelle im BAC. Die verwendete 
Homologiekassette trug zusätzlich zur besseren Selektion von Bakterien, die korrekt 
rekombinierte BAC-Klone beinhalten, eine FRT-flankierte Kanamycinresistenz. Die 
FRT-flankierte Kanamycin-Selektionskassette aus dem Conditional Knockout Kit 
(Gene Bridges, Heidelberg) wurde hierfür zunächst mittels klassischer 
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Klonierungstechniken in den pEGFP-N1 Vektor (Clontech) eingefügt (Abbildung 10
A). Für die Generierung der verwendeten Homologiekassette wurde dann eine PCR 
mit Primern durchgeführt, die 5’ die dem BAC homologen Bereiche trugen und 3’ 
komplementär dem jeweiligen Ende der Reportergenkassette im Vektor waren 
(Abbildung 10 B, blaue Pfeile). Nach der PCR wurde die korrekte Sequenz der 
Homologiekassette durch Sequenzierierung verifiziert. In Abbildung 10 B sind die 
einzelnen Elemente der verwendeten Homologiekassette schematisch dargestellt.
ATG
GFP TGA
ATG
50bp
FRT
PGK gb2 Kan
FRT
50bp
B
A
pEGFP-N1 mit GFP-pA-Signal Kassette -XhoI614 -NotI1402 + NotI-XhoI1654-1674 K-4687
6339 bp
eGFP
Polyadenylierungssignale
FRT-Stelle
pGK
gb2
Kanamycin-
Resitenzgen
FRT-Stelle
Abbildung 10: Generierung der EGFP-Reporterhomologiekassette
A, Schematische Darstellung des modifizierten pEGFP-N1-Vektors zur Generierung der 
Homologiekassette. Die FRT-flankierte Kanamycinselektionskassette wurde 5‘ von der 
Polyadenylierungssignale (pA) des EGFP eingeführt. Die einzelnen Elemente sind: GFP= EGFP 
kodierender Bereich; FRT= FRT Stellen zur homologen Rekombination durch die Flp-Rekombinase; 
PGK = eukaryotischer Promotor (Phosphoglukokinase); gb2= prokaryotischer Promotor (modifizierter 
Em7 Promotor); Kan= Kanamycinresistenzgen.  B, Schematische Darstellung der durch PCR 
generierten verwendeten Homologiekassette. Zusätzlich zu den unter A beschriebenen dargestellte 
Elemente: blaue Pfeile = Annealingbereich der Primer; 50bp= homologe Sequenzen; ATG= Start 
EGFP Transkription; TGA= Ende EGFP Transkription und pA Signale
4.2.2 Generierung des P2X3-EGFP-Reporter BACs
Nachdem die Homologiekassette erfolgreich hergestellt wurde, wurde sie mit Hilfe 
der Red E/T Rekombination und dem Conditional Knockout Kit der Firma Gene 
Bridges (Heidelberg) in den gewählten BAC Klon RP23 240B8 eingefügt. Die 
korrekte Insertion der Homologiekassette und die Deletion des Selektionsmarker 
durch die Rekombination mit der Flp-Rekombinase wurde nach jedem 
Rekombinationsschritt mittels Restriktion und PCR kontrolliert. Für die Restriktion 
wurde SpeI (NEB, Frankfurt am Main) verwendet, welches nach der Inkubation mit 
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der BAC-DNA bei Auftrennung im Agarosegel eine zusätzliche Bande mit einer 
Größe von etwa 8000 kb erzeugte, wenn die Kanamycinselektionskassette in die 
BAC-DNA insertiert ist (Abbildung 11 A und B, gelber Pfeil). Nach der Rekombination 
mit Hilfe der Flp-Rekombinase und erfolgreicher Entfernung der 
Kanamycinselektionskassette war diese Bande nicht mehr zu sehen (Abbildung 11 A 
und B, Spur 2). Für den Nachweis der korrekten Insertion des EGFPs in die BAC-
DNA durch PCR wurden Primer gewählt, die komplementär der DNA-Sequenzen im 
BAC sind, die 5’ und 3’ zu der inserierten Homologiekassette liegen. So entstanden 
bei der Auftrennung der PCR-Reaktion im Agarosegel DNA-Fragmente 
unterschiedlicher Größe, je nachdem ob die Rekombination erfolgreich war 
(Abbildung 11 C).  In Spur 1 (Abbildung 11 B und C) war die Kanamycin-
Selektionskassette noch in der  BAC-DNA integriert, in Spur 2 (Abbildung 11 B und 
C) war sie erfolgreich mittels Rekombination durch die Flp-Rekombinase entfernt 
worden. Nach diesem Schritt verbleibt einer der beiden FRT-Stellen, die zur 
Rekombination mit Hilfe der Flp-Rekombinase benötigt werden, 5’ dem EGFP in der 
BAC-DNA. Dies hat aber keinen Einfluß auf die Expression des EGFPs, denn die 
Polyadenylierungssignale und Terminationssequenzen des EGFPs befinden sich 3’ 
der FRT-Stelle. Nachdem beide Nachweise, die Restriktion der BAC-DNA mit SpeI 
und die PCR-Amplifikation der Homologiekassette, gezeigt hatten, dass die 
Rekombination mit der Flp-Rekombinase erfolgreich war, wurde der BAC-Klon 
zusätzlich noch zur endgültigen Verifizierung zur Sequenzierung geschickt. In
diesem Fall wurde von den Bakterien, die diesen BAC-Klon enthielten, ein 
Glycerolstock angelegt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.
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Abbildung 11: Generierung des P2X3-EGFP-Reporter-BACs.
A, Darstellung des erwarteten Restriktionsmusters nach der Inkubation der BAC-NA mit SpeI erstellt 
mit dem Programm Vector NTI. In Spur 1 ist das Restriktionsfragmentmuster gezeigt, bei der 
Restriktion der BAC-DNA mit SpeI mit inserierter FRT-flankierter Kanamycinselektionskassette zu 
erwarteten ist. In Spur 2 ist das zu erwartende Restriktionsfragmentmuster dargestellt, wenn die FRT-
flankierter Kanamycinselektionskassette durch Rekombination mit der Flp-Rekombinase entfernt 
wurde. B, SpeI-Kontrollrestriktion. Darstellung der durch GelRed vermittelten Fluoreszenz der in 
einem 0,6%igen Agarosegel aufgetrennten Restriktionsfragmente nach der Restriktion der 
rekombinierten BAC-DNA mit dem Restriktionsenzym SpeI. Der gelbe Pfeil zeigt, dass DNA-Fragment 
an, welches nach erfolgreicher Insertion der Homologiekassette in die BAC-DNA erscheint (Spur 1), 
bzw. nach erfolgreicher Rekombination mit der Flp-Rekombinase wieder verschwindet (Spur2). C,
Kontroll-PCR. Darstellung der durch GelRed vermittelten Fluoreszenz der in einem 1%igen 
Agarosegel aufgetrennten PCR-Produkte. In Spur 1 ist die DNA aus einer PCR-Reaktion dargestellt, 
bei der BAC-DNA als Template diente, in der die Selektionskassette noch inseriert war. In Spur 2 ist 
die DNA aus einer PCR-Reaktion dargestellt, bei der BAC-DNA als Template diente, aus welcher die 
FRT-flankierte Kanamycinselektionskassette mit Hilfe der Flp-Rekombinase wieder entfernt wurde.
4.2.3 Pronukleusinjektion des P2X3 GFP Reporter BACs
Vor der Pronukleusinjektion wurde das P2X3-EGFP-Reporter-BAC mittels 
Restriktion mit der Endonuklease PISceI linearisiert. Diese Endonuklease hat eine 
Erkennungssequenz, die nur einmal in BAC-DNA vorhanden ist, und zwar im Bereich 
des F-Plasmidvektors, der in allen BAC-Klonen als Shuttlevektor dient. Nach Dialyse 
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der mit PI-SceI behandelten DNA gegen einen für die Injektion optimierten Puffer 
wurde sie an die Transgenic Core Facility des Max Planck Institut nach Dresden 
geschickt, wo die Injektion in den Pronukleus von befruchteten C57/B6J Maus 
Oozyten erfolgte. Diese wurden anschließend in den Uterus scheinschwangerer 
Mäuse implantiert.
4.2.4 Identifikation der Foundertiere durch Genotypisierungs-PCR
Es wurden 73 Tiere geboren, von welchen in Dresden Schwanzspitzenbiopsien 
genommen wurden, die mittels Genotypisierungs-PCR auf in der genomischen DNA 
enthaltene EGFP-Sequenz getestet wurden. Es wurden 4 Foundertiere identifiziert 
(415, 422, 441 und 443), mit Hilfe derer Founderlinien gezüchtet wurden. Eine dieser 
Foundertiere (415) konnte keinen Nachwuchs erzeugen. Die Integration des BACs in 
die genomische DNA dieses Tieres hat vermutlich dazu geführt, dass das Tier 
unfruchtbar wurde. Die anderen drei Foundertiere züchteten normal und zeigten 
Würfe in den normalen Wurfgrößen. 
4.3 Charakterisierung der BAC transgenen P2X3-EGFP-
Reportermäuse
4.3.1 EGFP-Expression in primär kultivierten DRG-Neuronen
Auch bei den P2X3-EGFP-Reportermäusen wurde die Expression des Transgens 
zunächst in primär kultivierten DRG-Neuronen untersucht. Dazu wurden aus frisch 
isolierten DRG-Neuronen von Nachkommen der Foundertiere primäre Kulturen 
angelegt und diese mit Hilfe des konfokalen Mikroskop untersucht. Die EGFP-
Floureszenz wurde dann mit der in DRG-Neuronen, welche aus WT-Mäusen isoliert 
wurden, verglichen.
Nach drei Tagen in Kultur konnte man bei der Untersuchung mit dem konfokalen 
Mikroskop eine deutliche EGFP-Fluoreszenz in den primär kultivierten DRG-
Neuronen zeigen (Abbildung 12 A). Die Fluoreszenz füllt den gesamten Zellkörper 
der Neurone aus, da EGFP als lösliches Protein in diesen Zellen vorliegt. Die 
Neurone der WT-Mäuse zeigen keine EGFP-Fluoreszenz (Abbildung 12 B).
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Abbildung 12: Konfokale Aufnahmen von primär kultivierten DRG-Neuronen.
A, Aus P2X3-EGFP-BAC-Reportermäusen (+/T) isolierte DRG-Neurone, die 3 Tage lang kultiviert 
wurden. Links ist die Fluoreszenz nach Anregung mit einem 488 nm Laser zu sehen (Aa). Rechts ist 
ein Overlay aus dem 488nm EGFP-Kanal, dem 365 nm DAPI (Kernfärbung) und dem Phasenkontrast 
dargestellt (Ab). B, Aus WT-Mäusen  (+/+) isolierte DRG-Neurone. Links ist die Fluoreszenz nach 
Anregung mit einem 488 nm Laser zu sehen (Ba). Rechts ist ein Overlay aus dem EGFP, dem DAPI 
und dem Phasenkontrast dargestellt (Bb). Aufnahmen mit dem LSM 510 angefertigt.
Mäuse der drei nach der Pronukleusinjektion erhaltenen Founderlinien wurden auf 
die Fluoreszenz des EGFPs in den primär kultivierten DRG-Neuronen untersucht. 
Die vierte Founderlinie war infertil. Dabei zeigte sich, dass in Tieren der Founderlinie 
415 die stärkste EGFP-Fluoreszenz in den DRG-Neuronen detektierbar war, wie 
auch in Abbildung 12 zu erkennen. Daher wurden in den darauf folgenden
Experimenten der vorliegenden Arbeit nur Tiere der Founderlinie 415 untersucht.
In weiterführenden Untersuchungen wurde die EGFP-Fluoreszenz in weiteren 
kultivierten, dissoziierten DRG-Neuronen sowie in undissoziierten DRG-Neuronen 
untersucht. In Abbildung 13 A kann man links eine schwache EGFP-Fluoreszenz in 
undissoziierten DRG-Ganglien erkennen. Des Weiteren kann man bei einigen Zellen 
erkennen, dass die EGFP-Fluoreszenz sogar bis in die neuronalen Fortsätze reicht, 
die sich bei der Kultivierung ausbilden (Abbildung 13 B). In einer größeren 
Vergrößerung (Abbildung 13 C) sieht man klar eine homogene Färbung der Zelle und 
keine subzelluläre Kompartimentierung der EGFP-Fluoreszenz. 
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Abbildung 13. Native EGFP-Fluoreszenz in DRG-Neuronen von BAC transgenen P2X3-EGFP-
Reportermäusen.
Konfokale Aufnahmen (LSM 510) der nativen EGFP-Fluoreszenz in DRG Neuronen transgener P2X3-
EGFP-Reportermäuse. A, DRG-Neurone innerhalb des undissoziierten, unkultivierten Ganglions. 
Gezeigt sind die Aufnahme des EGFP Kanals und ein Phasenkontrastbild im Overlay. 
Maßstabsbalken 50µm. B, Kultivierte, dissoziierte Neurone  mit neuronalen Fortsätzen. Gezeigt ist die 
native EGFP-Fluoreszenz in einem Overlay mit der DAPI-Fluoreszenz der damit angefärbten 
Zellkerne. C, Detailaufnahme eines kultivierten EGFP-exprimierenden Neurons aus B. 
Maßstabsbalken: 10µm.
P2X3-Expression in den Hinterwurzelganglien wurde bisher hauptsächlich in 
kleinen und mittleren C-Faser Neuronen beschrieben, welche das Isolektin B4 
binden (Lewis et al. 1995). Um zu zeigen, dass die EGFP exprimierenden Zellen in 
den primären DRG-Kulturen auch hauptsächlich Isolektin B4 binden, wurden primär 
kultivierte DRG-Neurone aus transgenen P2X3-EGFP-Reportermäusen mit 4% PFA 
fixiert und anschließend mit einem Antikörper gegen GFP und mit IB4 gefärbt. In 
Abbildung 14 kann man erkennen, dass die EGFP exprimierenden Zellen auch IB4 
binden. Nicht alle IB4 bindenden Zellen exprimieren EGFP. Dadurch konnte gezeigt 
werden, dass die Expression dem bereits beschriebenen Expressionsmuster in 
DRG-Neuronen entspricht (Bradbury et al. 1998; Burgard et al. 1999; Burnstock et al.
2000 ).
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Abbildung 14: Konfokale Darstellung primär kultivierter DRG-Neurone aus transgenen P2X3-
EGFP-Reportermäusen gefärbt mit GFP-Antikörper und IB4.
Darstellung der Fluoreszenz des Sekundärantikörpers gegen den GFP-Primärantikörper (Clontech) 
und dem Cy5-gekoppelten Streptavidin, welche das biotinylierte IB4 bindet. A, Visualisierung der 
Markierung mit dem EGFP Antikörper. Der Sekundärantikörper ist Cy2 gekoppelt. B, Visualisierung 
der Fluoreszenz des Cy5 gekoppelten Streptavidin welches an das biotinylierte IB4 bindet. C, 
Darstellung eines Overlay EGFP- Färbung und IB4-Färbung  mit einem Kanal der die DAPI 
Fluoreszenz darstellt und einem Durchlichtbild im Phasenkontrast. Aufnahmen mit dem LSM 510 
angefertigt.
4.3.2 EGFP-Expression in fixierten DRG-Neuronen
Es wurden Kryoschnitte von PFA-fixiertem Gewebe angefertigt, die zunächst auf 
ihre native EGFP-Fluoreszenz hin mit dem Fluoreszenzmikroskop untersucht
wurden. Leider zeigte sich meist nur eine sehr schwache EGFP-Fluoreszenz. 
Deshalb wurden dei Schnitte mit Hilfe von Immunofluoreszenztechniken angefärbt.
Um zu zeigen, dass EGFP exprimierende Zellen auch P2X3-Rezeptoren 
exprimieren, wurden die Schnitte von DRGs mit Primärantikörpern gegen GFP und 
P2X3-Rezeptor gefärbt. In Abbildung 15 ist das Ergebnis einer 
Immunfluoreszenzuntersuchung dargestellt. In Abbildung 15 A sieht man einen 
Kryoschnitt durch Neurone einer P2X3-EGFP-BAC-Reportermaus, in Abbildung 15 B 
ist ein Kryoschnitt durch die Neurone einer WT-Maus dargestellt. Man kann 
erkennen, dass die Zellen, die von dem P2X3-Antikörper angefärbt werden, in der 
transgenen Maus auch EGFP exprimieren (Abbildung 15 A). Allerdings war auch in 
Zellen der WT-Maus mit dem Antikörper gegen GFP eine schwache Fluoreszenz 
sichtbar (Abbildung 15 Bb). Dies zeigt, dass der Antikörper in diesem Fall 
unspezifisch bindet. Deswegen ist das Prinzip, die Expression von Proteinen in einer 
Reportermaus mit Hilfe der nativen Fluoreszenz von GFP zu untersuchen besser, 
denn man kann in der Regel auf Antikörper verzichten. Leider ist es vermutlich 
aufgrund der Fixierung und Permeabilisierung und der geringen Expressionsmengen 
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von EGFP nicht gelungen Zellen so zu färben, dass man gleichzeitig die native 
Fluoreszenz zeigen konnte und eine Färbung mit Antikörpern. Scheinbar wird bei den 
vielen Waschschritten während der Immunofärbung der Großteil des EGFP 
ausgewaschen.
aGFP
aGFP
P2X3
P2X3
aGFP/P2X3/DAPI
aGFP/P2X3/DAPI
+/T +/T +/T
WT WT WT
Aa Ab Ac
Ba Bb Bc
Abbildung 15: P2X3-Rezeptor Expression in WT-Mäusen und P2X3-EGFP-Reportermäusen.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (63x) von kryogeschnittenen DRG-Neuronen fixiert mit 4% 
PFA, die mit Antikörpern gegen P2X3 (a, grün) und GFP (b, rot) gefärbt wurden. Rechts ist der 
Overlay (c) aus den Fluoreszenzkanälen mit dem Phasenkontrastbild und der DAPI-Fluoreszenz 
gezeigt. A, DRG-Neurone von P2X3-EGFP-Reportermäusen (+/T). B, DRG Neuronen von WT-
Mäusen (+/+). Aufnahmen mit dem Zeiss Axiovert 200M angefertigt.
Um die Zellen, welche in den DRGs EGFP exprimieren noch weiter zu 
charakterisieren, wurden Kryoschnitte von PFA-fixierten DRGs mit Antikörper gegen 
Microtubule-associated protein 2 (MAP2) und EGFP gefärbt. MAP2 ist ein spezifisch 
in Neuronen exprimiertes Cytoskelettprotein. 
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Abbildung 16: EGFP- und MAP2-Expression in fixierten DRG-Neuronen.
Konfokale LSM Aufnahmen (LSM 510) von kryogeschnittenen, von 4%  PFA fixierten DRG-Neuronen 
einer P2X3-EGFP-Reportermaus, die mit Antikörpern gegen GFP (grün) und MAP2 (rot) gefärbt 
wurden. Der Overlay rechts zeigt eine Überlagerung der beiden Fluoreszenzkanäle mit dem 
Fluoreszenzkanal der DAPI-Färbung.
In Abbildung 16 kann man in fixierten DRG-Neuronen eine Koexpression von 
EGFP und MAP2 erkennen. In den  DRGs exprimieren alle Zellen, die EGFP 
exprimieren auch MAP2. Da MAP2 als Marker für neuronale Zellen gilt, kann man 
davon ausgehen, dass die EGFP exprimierenden Zellen Neurone sind.
4.3.3 EGFP-Expression im Rückenmark von BAC transgenen P2X3-EGFP-
Reportermäusen
Die Mehrzahl der P2X3-Rezeptor-exprimierenden DRG-Neurone projiziert in 
Lamina II des dorsalen Horns des Rückenmarks (Vulchanova et al. 1997). Des 
Weiteren wurde P2X3-Expression im dorsalen Horn des Rückenmarks beschrieben 
(Studeny et al. 2005).  Deshalb wurde in den P2X3-EGFP-BAC-Reportermäusen 
zusätzlich die Expression von EGFP im Rückenmark untersucht. Hierfür wurden 20
µm Cryoschnitte des PFA-fixierten Rückenmarks angefertigt und diese mit Hilfe von 
primären Antikörpern gegen GFP gefärbt, gefolgt von einer Abfärbung mit einem 
Fluoreszenz-gekoppelten Sekundärantikörper. 
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Abbildung 17: EGFP-Expression im dorsalen Horn des Rückenmarks von WT-Mäusen und 
P2X3-EGFP-Reportermäusen.
Konfokale LSM Aufnahmen (LSM 510) von kryogeschnittenem mit 4% PFA fixiertem thorakalen 
Rückenmark, gefärbt mit Antikörpern gegen GFP (a, grün) in 20x Vergrößerung. In Aa und Ba ist die 
Darstellung der EGFP-Fluoreszenz gezeigt und in Ab und Bb der Overlay aus der 
Fluoreszenzaufnahme mit dem Durchlichtbild im Phasenkontrast und der DAPI-Fluoreszenz zusehen 
(c). Ac: Darstellung des Overlay aus der EGFP-Fluoreszenz mit der DAPI-Fluoreszenz in 40x 
Vergrößerung. In allen Abbildungen ist das dorsale Horn des Rückenmarks dargestellt. A: Kryoschnitt 
durch das dorsale Horn einer WT-Maus. B: Kryoschnitt durch das dorsale Horn einer P2X3-EGFP-
Reportermaus. C: Detailaufnahme von Neuronen im dorsalen Horns der P2X3-EGFP-Reportermäuse.
In Kryoschnitten von P2X3-EGFP-Reportermäusen ließ sich die native 
Fluoreszenz des EGFP bislang noch nicht darstellen. Im dorsalen Horn des 
Rückenmarks von P2X3-EGFP-Reportermäusen ließen sich mittels Antikörper GFP 
exprimierende Zellen nachweisen (Abbildung 17). Die Zellen, in denen mittels 
Antikörper die Expression von EGFP nachgewiesen wurde, beschränkten sich 
allerdings nicht nur auf Lamina II, sondern erstreckten sich von Lamina I bis Lamina 
IV. In den Abbildungen stellen sich neben den GFP-positiven Zellen auch fädige 
Strukturen dar, die offensichtlich durch den sekundären Cy3-gekoppelten Antikörper 
angefärbt werden. Da der sekundäre Antikörper gegen das IgG der Maus gerichtet 
ist, könnte es sich dabei um eine unspezifische Bindung durch Bestandteile des 
Immunsystems handeln.  
Zur weiteren Charakterisierung EGFP exprimierender Zellen im dorsalen Horn des 
Rückenmarks wurde zunächst wieder eine Kofärbung mit Antikörpern, die gegen 
GFP und MAP2 gerichtet sind, durchgeführt. 
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Abbildung 18: Koexpression von EGFP und MAP2 im dorsalen Horn des Rückenmarks.
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (Axiovert 200M) von kryogeschnittenem Rückenmark von 
einer P2X3-EGFP-Reportermaus, gefärbt mit Antikörpern gegen GFP (grün) und MAP2 (rot). Rechts 
ist der Overlay aus den Fluoreszenzkanälen und der DAPI-Fluoreszenz  dargestellt.  
In Abbildung 18 kann man erkennen, dass relativ wenige Zellen im dorsalen Horn 
des Rückenmarks MAP2 exprimieren. In Zellen, in denen eine EGFP-Expression 
nachgewiesen wurde, konnte nicht in jedem Fall MAP2-Expression gezeigt werden. 
Hinzu kommt, dass man in dieser Präparation, wie auch in der vorherigen in 
Abbildung 17 relativ viele fädige Strukturen anfärbt, die morphologisch nicht wie 
Neuronen aussehen, sondern womöglich andere Zellen darstellen. Deswegen wurde 
als nächstes ausgeschlossen, dass es sich dabei um Gliazellen handeln könnte, da 
diese morphologisch diesen fädigen Strukturen ähneln. P2X3-Expression wurde 
bisher noch nie auf Gliazellen gefunden (Xiang et al. 2005). Hierfür wurden 
Kryoschnitte vom Rückenmark von P2X3-EGFP-Reportermäusen mit Antikörpern 
gegen GFP gefärbt und gleichzeitig wurde eine Kofärbung mit einem Antikörper 
gegen Glial fibrillary acidic protein (GFAP) durchgeführt. GFAP ist ein 
Intermediärfilament, welches im zentralen Nervensystem in Gliazellen exprimiert 
wird.
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Abbildung 19: Koexpression von EGFP und GFAP im dorsalen Horn von P2X3-EGFP-
Reportermäusen.
Konfokale Aufnahmen (LSM 510) von kryogeschnittenem mit 4% PFA fixiertem Rückenmark von einer 
P2X3-EGFP-Reportermaus, die mit Antikörpern gegen GFP (A, grün) und GFAP (B, rot) gefärbt 
wurden. In Blau (C) ist die Fluoreszenz des DAPI nach Interaktion mit der DNA in den Zellkernen 
dargestellt.  Im Overlay (D) sieht man eine Übereinanderlagerung der drei Fluoreszenzkanäle. 
In Kryoschnitten von P2X3-EGFP-Reportermäusen ließ sich keine Koexpression 
von EGFP und GFAP nachweisen (Abbildung 19). Dies entspricht den bisher 
bekannten Ergebnissen, dass P2X3-Rezeptoren nicht in Gliazellen exprimiert 
werden. Die vom GFP-Antikörper erkannten vermutlich nicht zellulären Bestandteile, 
konnten allerdings nicht erklärt werden. 
4.3.4 EGFP-Expression im Gehirn von P2X3-EGFP-Reportermäusen
Im Gehirn wurde die Expression von P2X3-Rezeptoren bisher hauptsächlich im 
Nucleus tractus soltarii des Stammhirns gezeigt (Vulchanova et al. 1997). Da in 
DRG-Neuronen und im dorsalen Horn des Rückenmark eine Expression des EGFP 
in der P2X3-EGFP-BAC-Reportermaus nachgewiesen werden konnte, wurde
untersucht, ob die Expression im Gehirn tatsächlich auf wenige Areale beschränkt ist. 
Hierfür wurden exemplarisch einige Regionen auf native Fluoreszenz des EGFPs hin 
untersucht. Hierzu zählten unter anderem der Hippocampus, der Hirnstamm und das 
Kleinhirn. In keiner Hirnregion konnte eine native EGFP-Fluoreszenz nachgewiesen 
werden (Daten nicht gezeigt). Da auch in PFA-fixierten Kryoschnitten des 
Rückenmarks keine native EGFP-Fluoreszenz nachgewiesen werden konnte, 
wurden anschließend Kryoschnitte von Gehirnen von P2X3-EGFP-Reportermäusen 
mit Antikörpern gegen GFP gefärbt und die EGFP-Expression untersucht.
Mit GFP-Antikörper konnte GFP im Stammhirn, aber in keinem weiteren den 
untersuchten Hirnarealen nachgewiesen werden. Zu den weiteren untersuchten 
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Hirnarealen zählen der Hippocampus, der Bulbus olfactoris, das Kleinhirn und das 
Caudoputamen. Die im Hirnstamm nachgewiesenen GFP-exprimierenden Zellen 
fanden sich dort allerdings nicht im Nucleus tractus solitarii, aber in einer anderen 
Region, dem trigeminalen Nucleus caudalis (Abbildung 20). Diese Gehirnregion 
empfängt nociceptive Signale vom Gesicht und Mundraum. Kim und Mitarbeiter 
konnten bereits erfolgreich mittels Immunofluoreszenz und Immun-
Elektronenmikroskopie P2X3-Rezeptoren in dieser Region nachweisen (Kim et al. 
2008). Im Nucleus tractus soltarii konnte in der vorliegenden Arbeit bei den P2X3-
EGFP-Reportermäusen keinerlei EGFP-Fluoreszenz gezeigt werden. 
Nucleus 
caudalis
A
aGFP/DAPI +/T
B
aGFP/DAPI WT
C
Abbildung 20: EGFP-Expression im Nucleus caudalis des Trigeminus einer P2X3-EGFP-
Reportermaus.
A; Schematische Darstellung eines Querschnitts des Stammhirns aus dem Allen Mouse Brain Atlas  
(http://www.brain-map.org/). Die Abbildung wurde modifiziert, so dass die rot schraffierte Fläche den 
Nucleus caudalis markiert. B und C; konfokale Aufnahmen (LSM 510) von PFA fixierten 
kryogeschnittenem Mausgehirn von einer WT-Maus (C) und einer P2X3 GFP Reportermaus (B), die 
mit Antikörpern gegen GFP (grün) gefärbt wurden. Die Zellkerne der Zellen wurden mit Hilfe von DAPI 
angefärbt (blau).
In den Kryoschnitten in Abbildung 20 kann man beim Vergleich der Aufnahmen der 
selben Region im Nucleus Caudalis aus der WT-Maus und der P2X3-EGFP-
Reportermaus erkennen, dass durch den GFP-Antikörper in den Schnitten der P2X3-
EGFP-Reportermaus klar Zellen angefärbt werden, die in den Kryoschnitten der WT-
Maus nicht markiert werden.  Es konnte in wiederholten Untersuchungen von 
Kryoschnitten von P2X3-EGFP- Reportermäusen dieser Gehirnregion eine 
Expression von EGFP nachgewiesen werden (Abbildung 20). Dies zeigt eine weitere 
Verbindung von P2X3-Rezeptoren und Schmerzwahrnehmung, denn wie bereits 
beschrieben, werden im Nucleus caudalis des Trigeminus besonders 
Schmerzsignale aus dem Gesicht und Mundraum verarbeitet (Hu et al. 2002). Adachi 
und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die Aktivierung von P2X3-Rezeptoren im
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Zahnmark zu einer Schmerzantwort führt (Adachi et al. 2010). In anderen Regionen, 
die in die Verarbeitung von Schmerzen involviert sind wie spezifischen Regionen im 
Cortex, konnte bisher in den P2X3-EGFP-Reportermäusen keine EGFP-Expression 
gezeigt werden. 
4.3.5 EGFP-Expression in Organen außerhalb des zentralen 
Nervensystems
Außerhalb des zentralen Nervensystem werden P2X3-Rezeptoren vor allen 
Dingen in sensorischen Nervenfasern verschiedener Organe exprimiert (vgl. 
Abschnitt 1.4). Unter anderem werden P2X3-Rezeptoren in den sensorischen 
Nervenfasern, welche die Geschmacksknospen der Zunge innervieren exprimiert (Bo 
et al. 1999). Deswegen wurden Kryoschnitte von Zungen von P2X3-EGFP-BAC-
Reportermäusen auf die Expression von EGFP in diesen Nervenendigungen hin 
untersucht.
EGFP/DAPI EGFP/DAPI
aGFP/DAPI aGFP/DAPI
+/T
+/T
WT
WT
Aa Ab
Ba Bb
Abbildung 21: Darstellung der EGFP-Expression in der Zunge einer WT- und einer P2X3-EGFP-
BAC-Reportermaus
Konfokale Aufnahmen (LSM 510) einer kryogeschnittenen Zunge einer WT-Maus und einer P2X3-
EGFP-Reportermaus.  A: Die Abbildungen zeigen in grün die Autofluoreszenz der Zunge nach einer 
Anregung bei 488 nm.  In blau ist jeweils die Fluoreszenz des DAPI-Farbstoffs dargestellt. B; 
Darstellung der Autofluoreszenz nach einer Anregung bei 532 nm. Nach Färbung mit Antikörpern 
gegen GFP konnte keine spezifische Fluoreszenz dargestellt werden. In blau ist jeweils die 
Fluoreszenz des DAPI-Farbstoffs dargestellt.
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In der Zunge von P2X3-EGFP-Reportermäusen konnte weder native GFP 
Fluoreszenz (Abbildung 21 Ab) noch durch Färbung des Gewebes mit Antikörper 
gegen GFP (Abbildung 21 Bb) gezeigt werden, dass die Nervenfasern der Zunge 
GFP exprimieren. Ein Problem bei diesen Untersuchungen war, dass speziell die 
Muskelschicht im Inneren der Zunge eine starke Eigenfluoreszenz zeigte, vor deren 
Hintergrund sich schwache Signale schlecht differenzieren lassen. In den Afferenzen 
der Zunge konnte also keine EGFP-Expression in den P2X3-EGFP-Reportermäusen 
gezeigt werden.
Ein weiterer Ort, für den P2X3-Expression beschrieben wurde, ist der 
suburotheliale Plexus sowie die Urothelzellen der Harnblase (Cockayne et al. 2000; 
Studeny et al. 2005). Studeny und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die P2X3-
Expression im Urothel zunimmt, je älter Mäuse sind. Zur Untersuchung der GFP-
Expression wurden die Harnblasen von P2X3-EGFP-Reportertieren mit 4% PFA 
fixiert und seziert mit Hilfe eines Cryotoms wurden 20 µm dicke Schnitte angefertigt. 
Diese wurden zunächst auf die native EGFP-Fluoreszenz hin untersucht. Da dies 
allerdings kein Ergebnis zeigte wurden sie anschließend auf EGFP-Expression mit 
Hilfe des GFP-Antikörpers untersucht.
aGFP/DAPI aGFP/DAPI+/T WT
A B
Abbildung 22: EGFP-Expression in der Blase.
Konfokale Aufnahmen (LSM 510) einer kryogeschnittenen Blase einer P2X3-EGFP-Reportermaus (A) 
und  einer WT-Maus (B). Die Abbildungen zeigen die Fluoreszenz des Cy3 gekoppelten 
Sekundärantikörpers nach Färbung mit Antikörpern gegen GFP in grün. In blau ist die Fluoreszenz 
des DAPI-Farbstoffs dargestellt.
Wie schon in der Zunge ließ sich auch in der Blase keine GFP-Expression 
nachweisen (Abbildung 22). Die in der Abbildung 22 ersichtliche Fluoreszenz kann 
als unspezifisch eingestuft werden, da sie sich in der WT-Maus wie auch im 
transgenen Tier zeigte. Auch Kryoschnitte, die unter dem Mikroskop auf die native 
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EGFP-Fluoreszenz untersucht wurden, zeigten keine GFP-Expression (Daten nicht 
gezeigt). 
In Kooperation mit Prof. Dr. rer. nat. Marc Spehr und David Fleck (M.Sc.) von der 
Arbeitsgruppe Chemonsensorik der RWTH Aachen wurde die Expression von EGFP 
in Schnitten von Hoden männlicher P2X3-EGFP-Reportermäusen analysiert. Es gibt 
wenige Studien, die zuvor die Expression von P2X3 im Hoden untersucht haben. 
Eine Studie mit P2X3-Antikörpern zeigte dabei eine Färbung von sich entwickelnden 
Keimzellen in Hodenkanälchen in  allen Entwicklungsstadien (Glass et al. 2001). 
Boldogköi und Mitarbeiter fanden im Embryonalstadium E 14.5 P2X3-Rezeptor 
exprimierende Leydigzellen (Boldogköi et al. 2002). Zuvor hatten Lee und Mitarbeiter 
schon die männlichen Geschlechtsorgane der Ratte untersucht. Dort beschrieben sie 
eine P2X3-Expression in Nervenfasern in der Adventia des Vas deferens und der 
Prostata (Lee et al. 2000). Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten 
Schnitte wurden auch aus 4% Paraformaldehyd-fixiertem Gewebe hergestellt.
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Abbildung 23: EGFP-Expression im Hoden von WT- und P2X3-EGFP-Reportermäusen. 
Konfokale Aufnahmen (Leica) PFA fixierter, kryogeschnittener Hoden einer WT-Maus und einer P2X3-
EGFP-Reportermaus. Die Abbildungen zeigen in die Fluoreszenz des EGFPs in grün nach Anregung 
mit Licht einer Wellenlänge von 488 nm. A: Übersichtsaufnahmen von den Hoden einer WT-Maus
(Aa) und einer P2X3-EGFP-Reportermaus (Ab). Ac: Detailaufnahme eines Hodenkanälchens einer 
P2X3-EGFP-Reportermaus. In B sind schematisch der Aufbau und die Verteilung der verschiedenen 
Keimzellen eines Hodenkanälchens dargestellt. Aus Anatomie (Schiebler und Korf). Ca:
Übersichtsaufnahme des Nebenhoden einer WT-Maus. Cb: Detailaufnahme des Nebenhodens einer 
P2X3-EGFP-Reportermaus im Overlay mit einer Durchlichtaufnahme. Aufnahmen und Schnitte 
angefertigt von der Arbeitsgruppe Chemosensorik der RWTH Aachen.
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In Schnitten von Hoden von P2X3-EGFP-Reportermäusen konnte eine native 
GFP-Fluoreszenz detektiert werden (Abbildung 23 Ab). Hoden von WT-Mäusen
zeigten keine GFP-Fluoreszenz. Bei den in Abbildung 23 A gezeigten Schnitten 
handelt es sich um Querschnitte durch den Hoden. Man erkennt als runde Strukturen 
die Querschnitte durch Hodenkanälchen. Sie sind umgeben von einer 
Bindegewebsschicht. Innen sind die Hodenkanälchen durch die Keimzellen, also 
Spermatogonien, Spermatozyten und Spermatiden, und die Sertoli-Zellen 
ausgekleidet. Die EGFP-Fluoreszenz findet sich in dem Bereich des 
Hodenkanälchens, in dem die Spermatiden und fertigen Spermien gebildet werden, 
also im Bereich der postmeiotischen Stadien (Abbildung 23 Ab und Ac). Damit konnte 
eine P2X3-Expression im Bereich der Spermatiden und Spermien nachgewiesen 
werden. 
Auch die EGFP-Expression im Nebenhoden wurde untersucht. In Abbildung 23 Cb
kann man erkennen, dass es auch hier eine native EGFP-Fluoreszenz vorhanden ist. 
Diese füllt - wie man im Querschnitt erkennt - den Nebenhodengang aus. Auch hier 
ist in den Schnitten des Nebenhodens der WT-Maus keine EGFP-Fluoreszenz zu 
erkennen (Abbildung 23 Ca).
Außerhalb des Nervensystems konnte nur eine EGFP-Expression im Hoden und 
im Nebenhoden gezeigt werden. In Zunge und Blase konnte keine GFP-Expression 
nachgewiesen werden. Die Charakterisierung weiterer Gewebe wie beispielsweise 
dem submucosen Plexus des Dünndarms oder im Herzmuskel bezüglich ihrer 
Expression von GFP steht noch aus. 
4.4 Generierung eines P2X2-TagRFPmyc-Reporter-BACs
Durch die Generierung der P2X3-EGFP-BAC-Reportermaus konnte gezeigt 
werden, dass eine Reportermaus ein nützliches Werkzeug ist, um die Genexpression 
eines Proteins zu untersuchen. Man ist nicht auf manchmal unspezifische Antikörper 
gegen manche Proteine angewiesen und kann auch in lebenden Zellen oder 
Geweben ohne Antikörper direkt erkennen, welche Zellen das Gen von Interesse 
exprimieren. Wie bereits beschrieben spielen P2X3-Rezeptoren eine Rolle bei der 
Schmerzentstehung. Allerdings hat auch der heteromere P2X2/3-Rezeptor Einfluss 
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auf schmerzbedingtes Verhalten in Mäusen. Für die Untersuchung der 
Genexpression des P2X2-Rezeptors sowie für die Analyse der Expression des 
heteromeren P2X2/3-Rezeptors wurde deshalb ein BAC generiert, welches 
TagRFPmyc als Reporterprotein unter der Kontrolle des P2X2-Promotors exprimiert. 
Als Reporterprotein wurde das TagRFP gewählt, da die Fluoreszenz dieses rot 
fluoreszierenden Proteins sich klar von der Fluoreszenz des EGFP abgrenzen lässt. 
Das TagRFP wurde C-terminal mit einem myc-Affinitätstag markiert. Dies hatte zwei 
Gründe: Zum einen sind kommerziell erhältliche Antikörper gegen TagRFP nicht so 
spezifisch wie die gegen EGFP. Dagegen existieren exzellente Antikörper gegen das 
myc-Epitop. Des Weiteren wurde in unserer Arbeitsgruppe bereits eine P2Y1-
TagRFP-Reportermaus generiert. Da die P2Y1-TagRFP-Reportermaus mit einer 
zukünftigen P2X2-TagRFPmyc-Reportermaus verpaart werden soll, kann durch die 
Markierung des TagRFPs durch das Anhängen des myc-Epitops so eine 
Diskriminierung der Transgene zumindest durch Antikörperfärbungen ermöglicht 
werden. 
In Abbildung 24 ist die Lokalisation des P2X2-Gens auf Chromosom 5 der Maus 
dargestellt. Darunter ist der Bereich des Chromosoms dargestellt, für den der für die
Generierung der Maus genutzte Klon RP23 333M22 kodiert. Um möglichst alle 
regulatorischen Sequenzen des P2X2-Gens zu erhalten, wurde bei der Wahl des 
BAC Klons darauf geachtet, dass mindestens 40 kb 5’ und 3’ der kodierenden 
Sequenz des P2X2-Gens liegen. Die auf dem BAC-Klon lokalisierten kodierenden 
Sequenzen anderer Gene wurden auf dem BAC belassen, da sie keinen Einfluss auf 
die Reportergenexpression haben (Gong et al. 2003; Casanova et al. 2009; Zeilhofer 
2005). In Abbildung 24 ist auch gezeigt an welcher Stelle die kodierende Sequenz für 
TagRFPmyc in das BAC inseriert wurde.
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Abbildung 24: Schematische Darstellung des P2X2-TagRFPmyc-Reporter BACs
Schematische  Darstellung, welche die Lokalisation des P2X2 Gens und des verwendeten BAC Klons 
RP23-333M22 innerhalb des Mausgenoms auf Chromosom 5 (roter Kasten) zeigt.  Weiterhin ist die 
Lokalisation der P2X2 umgebenden Gene im BAC dargestellt. Im unteren Teil ist die Struktur des 
Genes mit seinen 11 Exons und 10 Introns gezeigt. Es ist dargestellt, an welcher Stelle die 
TagRFPmyc kodierende Sequenz eingeführt wurde. P2X2 wird vom komplementären Strang der DNA 
kodiert.
4.4.1 Herstellung der Homologiekassette mit TagRFPmyc und FRT-
flankierter Kanamycin-Resistenz
Das P2X2-TagRFPmyc-Reporter BAC wurde mit Hilfe der RedE/T Rekombination 
generiert. Für die homologe Rekombination wird hierbei eine Homologiekassette 
benötigt, welche das Reportergen TagRFPmyc kodiert, inklusive Start ATG und 
Polyadenylierungssignal. Dieses Reportergen muss flankiert sein durch Sequenzen, 
die homolog zu den Sequenzen sind, die die Insertionsstelle im BAC flankieren. Um 
Bakterien, die erfolgreich rekombinierte BAC-Klone enthalten, einfacher zu 
identifizieren, wurde neben dem Reportergen zusätzlich eine Selektionskassette mit 
einer Antibiotikaresistenz gegen Kanamycin in die Homologiekassette eingefügt. 
Hierzu wurde durch die Diplom Biologin Michaela Schumacher in unserem Labor im 
zuvor für das P2X3-EGFP-Reporter BAC klonierten pEGFP-N1-Vektor mit der FRT-
flankierten Kanamycin-Selektionskassette das EGFP durch TagRFP ersetzt.
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Anschließend wurde die kodierende Sequenz für den myc-Tag durch Quik-Change 
Mutagenese eingefügt. Durch eine PCR mit Primern, die 5’ homolog dem Bereich 
des BACs, an dem die Kassette inserieren soll, waren und 3’ komplementär dem 
jeweiligen Ende der Reportergenkassette waren (Abbildung 25, blaue Pfeile), wurde 
dann die eigentliche Homologiekassette für die RedE/T Rekombination erzeugt. Die 
einzelnen Elemente der verwendeten Homologiekassette sind in Abbildung 25
dargestellt.
ATG
TagRFPmyc TGA
ATG
50bp
FRT
PGK gb2 Kan
FRT
50bp
Abbildung 25: TagRFPmyc-Homologiekassette.
Schematische Darstellung der durch PCR generierten verwendeten Homologiekassette. Dargestellte 
Elemente: blaue Pfeile = Annealingbereich der Primer; 50 bp= homologe Sequenzen; ATG= Start 
TagRFPmyc Transkription; TagRFPmyc = TagRFPmyc kodierender Bereich; TGA= Ende TagRFPmyc 
Transkription und pA Signale; FRT= FRT Stellen zur homologen Rekombination durch die Flp-
Rekombinase; PGK = eukaryotischer Promotor (Phosphoglukokinase); gb2= prokaryotischer Promotor 
(modifizierter Em7 Promotor); Kan= Kanamycinresistenzgen.  
4.4.2 Generierung des P2X2-TagRFPmyc-Reporter BACs
Die erfolgreich hergestellte Homologiekassette wurde mit Hilfe der Red E/T 
Rekombination und dem Conditional Knockout Kit der Firma Gene Bridges 
(Heidelberg) in den BAC-Klon RP23 333M22 eingefügt. Die korrekte Insertion der 
Homologiekassette und die Deletion des Selektionsmarker wurde nach jedem 
Rekombinationsschritt mittels Restriktionsanalyse kontrolliert. Nach Restriktion mit 
SpeI entstand bei der Auftrennung der restringierten BAC-DNA in einem Agarosegel 
eine zusätzliche Bande mit einer Größe von etwa 10.000 kb, falls die 
Kanamycinselektionskassette in die BAC-DNA inseriert ist (Abbildung 26, gelber 
Pfeil). Gleichzeitig verschwand eine der hochmolekularen Banden aus dem 
Restriktionsmuster (Abbildung 26, oranger Pfeil). Nach erfolgreicher Entfernung des 
Selektionsmarker mit Hilfe der Flp Rekombinase, verschwand die Bande bei 10.000 
kb nach der Restriktion mit SpeI und Auftrennung im Agarosegel wieder und die 
hochmolekulare Bande wurde wieder dargestellt (Abbildung 26, Spur 3). Eine der 
beiden FRT-Stellen verblieb dabei im BAC unmittelbar nach den 
Polyadenylierungssignalen des TagRFPmycs. Diese hat allerdings keinen Einfluss 
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1 2 3
10 kb -
8 kb-
6 kb-
auf die Expression des TagRFPmycs. Als die Restriktion gezeigt hatte, dass die 
Rekombination erfolgreich war, wurde durch Sequenzierung die korrekte Sequenz 
verifiziert. Das so erfolgreich generierte BAC wurde als Glycerolstock bis zur 
weiteren Verwendung bei –80°C gelagert.
Abbildung 26: Generierung des P2X2-
TagRFPmyc-Reporter BACs.
SpeI-Kontrollrestriktion. Darstellung der durch 
GelRed vermittelten Fluoreszenz der in einem 0,6 
%igen Agarosegel aufgetrennten 
Restriktionsfragmente nach Restriktion des BACs 
mit SpeI. Spur1: BAC Klon RP23 333M22 ohne 
Modifikationen. Spur 2: mit FRT-
Selektionskassette. Spur 3: ohne FRT-
Selektionskassette.  Der gelbe Pfeil zeigt das 
DNA- Fragment, welches nach erfolgreicher 
Insertion der Homologiekassette erschien (Spur 
2), bzw. nach Rekombination mit der Flp-
Rekombinase wieder verschwand (Spur1 und 3). 
Der orangene Pfeil zeigt das DNA-Fragment 
welches nach erfolgreicher Rekombination 
verschwindet und nach Flp-Rekombination und 
Entfernung der Selektionskassette wieder 
dargestellt wird.
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4.5 Generierung eines BACs zur Expression eines 
affinitätsgetaggten P2X3-Rezeptors
Die ursprüngliche Idee bei der Generierung der Mäuse, die das P2X3-His-Strep-
GFP-Fusionsprotein exprimieren, war, durch die Expression des Fusionsproteins die 
Möglichkeit zu haben, gleichzeitig die Expression des P2X3-Rezeptors über die 
Fluoreszenz des GFP zu untersuchen und durch die Affinitätstags das Fusionsprotein 
sowie mit ihm interagierende Proteine aufreinigen zu können. Die Genexpression 
des P2X3-Rezeptors konnte durch die Generierung der P2X3-EGFP-Reportermaus 
untersucht werden. Um zusätzlich die Möglichkeit zu haben über den Affinitätstag 
den P2X3-Rezeptor und mit ihm interagierende Proteine aufzureinigen, wurde ein 
BAC generiert, auf dem das P2X3-Gen C-Terminal durch  eine His-Strep-Tag 
kodierende Sequenz ergänzt wurde. Wenn man mit Hilfe dieses BACs Mäuse 
generiert, könnte man vermutlich P2X3-Rezeptoren nativ aus dem Gewebe 
aufreinigen. Bei der zuvor generierten Maus, die das P2X3-His-Strep-
Funsionsprotein exprimieren sollte, kommt es vermutlich durch die Größe des EGFP 
als Proteintag zu einer fehlerhaften Translation. Die viel geringere Modifikation des 
P2X3-Rezeptors durch die Ergänzung der kodierenden Sequenz für die His-Strep-
Affinitätstags hat vermutlich einen geringeren Einfluss auf die Proteintranslation. 
Durch Kreuzung der Maus, die den affinitätsgetaggten P2X3-Rezeptor exprimiert mit 
der P2X3-EGFP-Reportermaus könnte man so Mäuse erhalten, die dasselbe leisten 
wie die transgenen Mäuse mit dem Fusionsprotein hätten leisten sollen. Man könnte 
also die Expression des P2X3-Rezeptors anhand der EGFP-Expression untersuchen 
und gleichzeitig interagierende Proteine über Affinitätschromatographie identifizieren.
Bei der Generierung dieses BACs, das für das affinitätsgetagte P2X3-His-Strep-
Fusionsprotein kodiert, musste darauf geachtet werden, dass die kodierende 
Sequenz für den Affinitätstag ganz genau C-terminal der proteincodierenden 
Sequenz des P2X3-Gens inseriert wurde, damit ein Fusionsprotein entsteht. Dabei 
darf keine FRT-Stelle auf dem BAC verbleiben. Deswegen wurde eine andere 
Strategie genutzt als bei der Generierung der BACs für die Reportermäuse. Statt der 
effizienteren Methode der positiven Selektion erfolgreich rekombinierter Klone durch 
die FRT-flankierte Selektionskassette, wurde die weniger effiziente Methode der 
Gegenselektion verwendet. Dabei verbleibt keine FRT-Stelle im BAC, allerdings sind 
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erfolgreich rekombinierte Klone schwerer zu identifizieren. Auch bei der 
Gegenselektionsmethode wird  Red E/T Klonierung genutzt. In Abbildung 27 ist 
gezeigt, wo das P2X3-Gen auf Chromosom 2 der Maus lokalisiert ist und welche 
Region der für die Klonierung verwendete BAC Klon RP23 240B8 auf dem 
Chromosom abdeckt. Auch die Insertionsstelle der Affinitätstags ist gezeigt.
Chromosome 2
H3A1 A3 B C1.1 C1.3 C3 D
E1
E1 E5 F1 F3 G1 G3 H1 H2 H4
Rtn4rl2 P2X3Slc43a3
ssrp1
RP23-240B8
Prg 2 Prg 3
Tnks1bp1
Stop
ATGE1E12
mP2X3
0mb
0kb
273,3 kb
0kb 1,3kb
E2 E3
Strep-His
Abbildung 27: Schematische Darstellung des P2X3-His-Strep BACs. 
Schematische  Darstellung, welche die Lokalisation des P2X3 Gens und des verwendeten BAC Klons 
RP23-240B8 innerhalb des Mausgenoms auf Chromosom 2 (roter Kasten) zeigt. Weiterhin ist die 
Lokalisation der P2X3 umgebenden Gene im BAC dargestellt. Im unteren Teil ist die Struktur des 
Genes, mit seinen 12 Exons und 12 Introns gezeigt. Es wird dargestellt an welcher Stelle die die His-
Strep-Affinitätstag kodierende Sequenz eingeführt wurde. P2X3 wird vom komplementären Strang der 
DNA kodiert.
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4.5.1 Herstellung der rpsL-Selektionskassette und der Homologiekassette 
mit dem His-Strep-Tag
Das P2X3-His-Strep-BAC wurde mit Hilfe der RedE/T Rekombination generiert. 
Hierfür wurde in diesem Fall das Counter Selection BAC Modification Kit (Gene 
Bridges, Heidelberg) genutzt. Für die homologe Rekombination wurden hierbei zwei 
Homologiekassetten benötigt: eine kodierte für die rpsL-Neo-Kassette aus dem Kit 
der Firma Gene Bridges, flankiert von 50 bp der Sequenz homolog zum 3’Ende der 
P2X3-kodierenden Sequenz. Die andere kodierte für die His-Strep-Affinitätstags, 
flankiert von denselben 50 bp der Sequenz homolog zum 3’-Ende der P2X3-
kodierenden Sequenz. Die Expression der rpsL-Neo Kassette führt in Bakterien 
dazu, dass diese nicht mehr gegen Streptomycin resistent sind. Durch PCR mit 
Primern, die 5’ die dem BAC homologen Bereichen trugen und 3’ komplementär dem 
jeweiligen Ende der rpsL-Neo Kassette waren, wurde die Homologiekassette 
generiert. Bei einer PCR mit Primern, die 5’ die dem BAC homologen Sequenzen 
trugen und 3’ komplementär dem His-Strep Affinitätstag waren (Abbildung 28, blaue 
Pfeile), wurde dann die zweite Homologiekassette für die RedE/T Rekombination 
erzeugt. Die einzelnen Elemente der verwendeten Homologiekassetten sind in 
Abbildung 28 dargestellt.
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rpsL-Homologiekassette
50bp
rpsL Gen Kan
50bp
HisStrep Homologiekassette 
50bp 50bp
Abbildung 28: rpsL-Homologiekassette und His-Strep-Homologiekassette.
Schematische Darstellung, der durch PCR generierten verwendeten Homologiekassetten. 
Dargestellte Elemente: blaue Pfeile = Annealingbereich der Primer; 50 bp= homologe Sequenzen; 
rpsL= rpsL Gen; Kan= Kanamycinresistenzgen.  
4.5.2 Generierung des P2X3-His-Strep BACs
Die rpsL-Neo-Homologiekassette wurde mit Hilfe der Red E/T Rekombination und 
dem Counter Selection BAC Modification Kit der Firma Gene Bridges (Heidelberg) in 
den gewählten BAC-Klon RP23 240B8 eingefügt. Die Insertion der rpsL-Neo 
Homologiekassette wurde mittels Selektion mit Streptomycin kontrolliert. Dabei 
waren alle Klone, die die Homologiekassette korrekt inseriert hatten, durch die 
Integration der rpsL-Neo-Kassette empfindlich gegenüber dem Antibiotikum 
Streptomycin. Anschließend wurde die rpsL-Neo Kassette mittels RedE/T 
Rekombination gegen die His-Strep Kassette ausgetauscht. Der korrekte Austausch 
wurde dabei mittels PCR und Restriktionsanalyse kontrolliert. Die entstehenden 
Bakterienklone waren weiterhin wieder resistent gegen die Behandlung mit 
Streptomycin. Dieser Austausch führte zu der Insertion der His-Strep-Tag 
kodierenden Sequenz  im Leserahmen C-terminal zur P2X3 kodierenden Sequenz 
ohne das irgendwelche Rekombinationsstellen zurückbleiben. Als die Restriktion 
gezeigt hat, dass die Rekombination erfolgreich war, wurde die Sequenz durch 
Sequenzierung verifiziert. Das so erfolgreich generierte BAC ist bei –80°C als 
Glycerolstock bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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4.6 Oberflächenexpression und Assemblierung von rP2X2-
Rezeptoren mit veränderter Aminosäuresequenz im 
Bereich der ATP-Bindestelle
Neben der Generierung und Charakterisierung der BAC transgenen Mäuse 
wurden zusätzlich noch cDNA-Konstrukte zur cRNA-Synthese, sowie die cRNA-
Synthese für die im Journal „Molecular Pharmacology“ unter dem Titel „Salt bridge 
switching from Arg290/Glu167 to Arg290/ATP promotes the closed-to-open transition 
of the P2X2 receptor“ veröffentlichten Daten (Hausmann et al. 2013) hergestellt. 
Außerdem wurden zur Untersuchung des Einflusses einer Modifikation von 
Glutaminsäure 167 und/oder Arginin 290 auf die Oberflächenexpression und 
Assemblierung von rP2X2-Rezeptoren die folgenden biochemischen Experimente 
durchgeführt.
Um zu zeigen, dass alle untersuchten, mutierten rP2X2-Rezeptoren korrekt an der 
Oberfläche exprimiert werden, wurden die an der Oberfläche von Oozyten 
exprimierten Proteine durch die Inkubation mit Cy5-NHS-Ester markiert. In Abbildung
29 A kann man erkennen, dass alle untersuchten, mutierten Rezeptoren an der 
Oberfläche exprimiert werden. Darunter in Abbildung 29 B ist die Gesamtexpression
aller gebildeten Proteine im PhosphorImager-Scan derselben SDS-PAGE dargestellt. 
Durch die Auftrennung der untersuchten Proteine in der Blau-nativen-PAGE konnte 
weitergehend gezeigt werden, dass die Proteine zum Trimer assemblieren und als 
Trimer an der Oberfläche der Oozyten exprimiert werden. Dies zeigt, dass die
untersuchten Modifikationen von Glutaminsäure 167 sowie von Arginin 290 keinen 
Einfluss auf die Assemblierung sowie Oberflächenexpression des rP2X2-Rezeptors 
hatten.
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Abbildung 29: Biochemische Charakterisierung mutierter E167 und R290 His-rP2X2 Proteine.
His-rP2X2 wurde in Oozyten exprimiert und metabolisch mit [35S]-Methionin markiert. Nach 
einem Chase-Intervall von 24h und Markierung der plasmamembranständigen Proteine mit Cy5-NHS-
Ester wurde His-p2X2 über Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie aufgereinigt. A, Typhoon-Fluoreszenz-
Scan und PhosphorImager-Scan (B) der im reduzierenden SDS-PAGE (10% Acrylamid) aufgetrennten 
Proteine. Der Pfeil in B markiert die Bande, die das P2X2-Protein im Phosphoimagerscan darstellt. C, 
Typhoon-Fluoreszenz-Scan (C)  im BN-PAGE (4-16% Acrylamid) aufgetrennter Proben. Wo 
angegeben, wurden die Proteine mit 0,03% SDS für 1 h bei 37°C partiell denaturiert. Die blauen 
Kreise markieren die verschiedenen Assemblierungszustände des Rezeptors im BN-PAGE als Trimer, 
Dimer und Monomer.
Glutaminsäure 167 und Arginin 290 wurden in weitergehenden 
Untersuchungen zu Cystein mutiert. Diese Mutationen wurden dabei in einen His-
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rP2X2 Rezeptor eingefügt in den drei Cysteine (Position 9, 348 und 430) durch 
Serine ausgetauscht wurden. Die Mutation dieser Cysteine zu Serin ist funktionell 
ohne Auswirkung auf die ATP-Wirksamkeit und die Stromamplitude, allerdings 
verhindern sie biochemisch die spontane Quervernetzung zwischen zwei 
Rezeptoruntereinheiten (Jiang et al. 2010).
Es konnte biochemisch gezeigt werden, dass die Mutation der beiden 
Aminosäuren zu Cystein keinen Einfluss auf die Oberflächenexpression hat
(Abbildung 30). Des Weiteren wurde durch Inkubation der intakten Oozyten mit DTT 
und H2O2 gezeigt, dass auch reduzierende oder oxidative Bedingungen keinen 
Einfluss auf die Oberflächenexpression des rP2X2-Rezeptors haben (Abbildung 30). 
Schließlich konnte durch die nicht reduzierende Bedingungen während der SDS-
PAGE gezeigt werden, dass es nicht zu spontanen Crosslinking zwischen zwei 
Rezeptoruntereinheiten in den untersuchten Cysteinmutanten kommt (Abbildung 30, 
Spur 1,3,5,7,9,11,13 und 15).
250-
150-
100-
75-
50-
37-
His-rP2X2
DTT
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Abbildung 30: Biochemische Charakterisierung der untersuchten E167C und R290C Mutanten 
und der Einfluss von DTT und H2O2 auf die Oberflächenexpression.
His-rP2X2 wurde in Oozyten exprimiert. Die Markierung der plasmamembranständigen Proteine 
erfolgte mit Cy5-NHS-Ester und anschließend wurden die His-rP2X2 über Ni2+-NTA-
Affinitätschromatographie aufgereinigt. Typhoon-Fluoreszenz-Scan  der im reduzierenden SDS-PAGE 
(10% Acrylamid) aufgetrennten Proteine. Inkubation gibt an in welchem Reagenz die Oozyten vor der 
Markierung mit dem Cy5-NHS-Ester vorinkubiert wurden. DTT gibt an, ob bei der Auftrennung im 
SDS-Samplebuffer DTT vorhanden war. Die mit dem Stern gekennzeichnete Bande ist vermutlich auf 
teilweise beschädigte Oozyten zurückzuführen. 
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In weitergehenden Experimenten wurden andere Aminosäurepaare im 
Bereich der ATP-Bindestelle untersucht. Hierbei handelte es sich um die 
Aminosäurepaare D82-R290, E84-R290, E85-R290 sowie E167-K308. Durch 
Mutagenese wurden dafür Cysteindoppelmutanten erzeugt, in denen beide 
Aminosäuren zu Cystein mutiert wurden. Die Oberflächenexpression sowie die 
Ausbildung von Disulfidbrücken unter nicht reduzierenden Bedingungen der 
untersuchten Aminosäurepaare wurden biochemisch untersucht.
Unter nicht-reduzierenden Bedingungen kam es bei den Cysteindoppelmutanten 
D82C-R290C, E84C-R290C und E85C-R290C zu einer SDS-resistenten 
Quervernetzung zu Di- und Trimeren. Durch die chemische Reduktion mit DTT im 
SDS-Probenpuffer kam es zur Auflösung der Di- und Trimere (Abbildung 32, Spur 1-
6). Dies weist darauf hin, dass es zur Bildung von Disulfidbrücken zwischen den 
Cysteinen an diesen Positionen in der Doppelmutante kommt und dass die beiden 
Cysteine auf benachbarten Untereinheiten des rP2X2-Rezeptortrimers lokalisiert 
sind. Das Aminosäuren E167 und K308 sind auf einer Untereinheit lokalisiert und 
zeigen daher keine Quervernetzung unter nicht reduzierenden Bedingungen in der 
SDS-PAGE (Abbildung 31, Spur 7 und 8). 
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Abbildung 31: Biochemische Charakterisierung der untersuchten Cysteindoppelmutanten.
Die angegebenen His-rP2X2 wurden in Oozyten exprimiert. Nach Markierung der 
plasmamembranständigen Proteine mit Cy5-NHS-Ester und anschließender Ni2+-NTA-
Affinitätschromatographie wurden die Proteine in der SDS-PAGE aufgetrennt. Typhoon-Fluoreszenz-
Scan der im SDS-PAGE (10% Acrylamid) aufgetrennten Proteine.  In der Zeile, die mit DTT beschriftet 
ist, ist angegeben ob DTT im Probenpuffer vorhanden war (+) oder nicht (-). 
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4.7 Assemblierung und Oberflächenexpression von
heteromeren hP2X2/6-Rezeptoren
Die folgenden biochemischen Experimente zur Untersuchung der 
Heteromerbildung zwischen dem hP2X2- und hP2X6-Rezeptor wurden bereits im 
„Journal of Biological Chemistry“ unter dem Titel „ATP binding site mutagenesis 
reveals different subunit stoichiometry of functional P2X2/3 and P2X2/6 receptors“ 
veröffentlicht (Hausmann et al. 2012).
Um den Einfluss der eingeführten Punktmutationen auf die Assemblierung des 
trimeren hP2X2/6-Rezeptors sowie dessen Oberflächenexpression zu beurteilen, 
wurden die untersuchten Rezeptorheteromere durch BN-PAGE und SDS-PAGE 
analysiert. Wie bereits zuvor beschrieben (Aschrafi et al. 2004), werden homomere 
P2X6-Rezeptoren nicht an der Plasmamembran exprimiert (Abbildung 32, Spur 1). 
Bei der Untersuchung des exprimierten Gesamtproteins nach Labelling mit 35S-
Methionin, lässt sich aber intrazellulär eine Expression des homomeren hP2X6-
Rezeptors zeigen (Abbildung 32, SDS-PAGE unten, Kästchen links, Spur 1 und 2). 
Nach Koexpression von mutierten oder WT-His-hP2X6-StrepII-Untereinheiten mit 
WT-His-hP2X2-Untereinheiten in X.Laevis Oozyten konnte in der BN-PAGE eine 
Oberflächenexpression aller heteromerer Rezeptoren gezeigt werden (Abbildung 32, 
BN-PAGE oben). Die Bande der heteromeren Rezeptoren wanderte in der BN-PAGE 
dabei weiter als die Bande des homomeren hP2X2-Rezeptors (Abbildung 32). Wie 
man in dem darunter abgebildeten PhosphorImager-Scan der SDS-PAGE sehen 
kann hat eine hP2X6-Untereinheit ein Molekulargewicht von etwa 55 kDa im 
Gegensatz zu einer hP2X2-Untereinheit mit einem Molekulargewicht von etwa 72 
kDa (Abbildung 32). Das heißt, die reduzierte Masse der hP2X2/6-Rezeptoren lässt 
sich durch die Assemblierung aus den unterschiedlichen Rezeptoruntereinheiten 
erklären. Außerdem konnte durch Denaturierung der nativen Proteinproben durch 
SDS und anschließender Auftrennung in der BN-PAGE gezeigt werden, dass zwei 
Proteine an der Bildung des heteromeren Rezeptors beteiligt sind (Abbildung 32, BN-
PAGE oben, Spur 9).
Mittels Strep-Tactin-Chromatographie von Proteinen, die aus Oozyten 
extrahiert wurden, die die mutierten oder WT-His-P2X6-StrepII-Untereinheiten mit 
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WT-His-P2X2-Untereinheiten koexprimierten, konnten beide hP2X-Untereinheiten 
koisoliert werden (Abbildung 32, SDS-PAGE unten). 
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Abbildung 32:Assemblierung heteromerer hP2X2/6-Rezeptoren und Kopräzipitation von hP2X2 
mit hP2X6 bei der Expression von WT-hP2X2- mit disfunktionalen hP2X6-Untereinheiten.
Die angegebenen Proteine wurden in X.laevis Oozyten exprimiert und die plasmamembranständigen 
Proteine wurden mit Cy5-NHS-Ester markiert. Anschließend wurden die Proteine unter nativen 
Bedingungen durch Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie oder Strep-Tactin-Chromatographie 
aufgereinigt. Oben ist der Typhoon-Fluoreszenz-Scan einer BN-PAGE (4-16%) und unter der 
Typhoon-Fluoreszenz-Scan einer SDS-PAGE (10%) gezeigt. Wo angegeben, wurden die Proteine mit 
0,1% SDS für 1 h bei 37°C partiell denaturiert. Die offenen und geschlossenen Kreise markieren die 
Anzahl der hP2X3 und hP2X2 Untereinheiten, welche in der entsprechenden Proteinbande enthalten 
sind. Die Pfeile zeigen die Position der entsprechenden Heteromere bei der Auftrennung anhand der 
berechneten molekularen Masse in kDa an, welche in den Klammern als Zahl angegeben sind. Das 
Kästchen bei der SDS-PAGE unten zeigt einen PhosphoImagerscan der metabolisch mit 35S-
markierten Proteine.
Die Koexpression von mutierten oder WT-His-hP2X2-Untereinheiten mit WT-His-
hP2X6-StrepII-Untereinheiten führte auch zur Bildung heterotrimerer Rezeptoren 
(Abbildung 33). Heterotrimere hP2X2/6-Rezeptoren kann man durch die gering 
unterschiedliche Position erkennen die sie im Vergleich mit dem homotrimeren 
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hP2X2-Rezeptor in der BN-PAGE erreichen (Abbildung 33, BN-PAGE oben). Strep-
Tactin-Chromatographie von Proteinextrakten von Oozyten, die mutierte oder WT-
His-hP2X2-Untereinheiten mit WT-His-hP2X6-StrepII-Untereinheiten koexprimierten, 
führte zur Koisolierung des nicht StrepII-getaggten His-hP2X2-Rezeptors (Abbildung
33, SDS-PAGE unten). 
A
01 02 03 04 05 06 07
His-hP2X2 - wt 69A 188A 290A 307A wt
His-hP2X6-StrepII wt wt wt wt wt wt -
100-
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50-
Strep His
08
wt
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P2X6 (Köder)
09
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P2X2 (72)
P2X6 (55)
P2X2 (216)
P2X2/6 (182)
wt
wt
55 -
35S
69 -
SDS
Abbildung 33:Assemblierung heteromerer hP2X2/6-Rezeptoren und Kopräzipitation von hP2X2 
mit hP2X6 bei der Expression von WT-hP2X6- mit disfunktionalen hP2X2-Untereinheiten.
Die angegebenen Proteine wurden in X.laevis Oozyten exprimiert und die plasmamembranständigen 
Proteine wurden mit Cy5-NHS-Ester markiert. Anschließend wurden die Proteine unter nativen 
Bedingungen durch Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie oder Strep-Tactin-Chromatographie 
aufgereinigt. Oben ist der Typhoon-Fluoreszenz-Scan einer BN-PAGE (4-16%) und unter der 
Typhoon-Fluoreszenz-Scan einer SDS-PAGE (10%) gezeigt. Wo angegeben, wurden die Proteine mit 
0,1% SDS für 1 h bei 37°C partiell denaturiert. Die offenen und geschlossenen Kreise markieren die 
Anzahl der hP2X3 und hP2X2 Untereinheiten, welche in der entsprechenden Proteinbande enthalten 
sind. Die Pfeile zeigen die Position der entsprechenden Heteromere bei der Auftrennung anhand der 
berechneten molekularen Masse in kDa an, welche in den Klammern als Zahl angegeben sind. Das 
Kästchen bei der SDS-PAGE unten zeigt einen PhosphoImagerscan der metabolisch mit 35S-
markierten Proteine.
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Zusammenfassend konnte mit diesen Experimenten gezeigt werden, dass die 
untersuchten hP2X2/6-Rezptoren zu Trimeren assemblieren und an der Oberfläche 
exprimiert werden.
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5 Diskussion
5.1 Generierung und Charakterisierung der BAC transgenen 
P2X3-Mäuse
Um die physiologische Funktion eines Proteins innerhalb eines Organismus zu 
verstehen, ist es von Vorteil sein Expressionsmuster zu kennen sowie Faktoren zu 
identifizieren, die einen Einfluss auf dessen Genexpression haben. Dies gibt 
Aufschluss über die physiologische Funktion des Proteins, sowie gegebenenfalls 
über die physiologische Rolle in Krankheitszuständen. BAC transgene Mäuse sind 
für die Untersuchung von endogenen Expressionsmustern inzwischen schon sehr 
erfolgreich verwendet worden (GENSAT BAC Transgenic Project, National Institute of 
Neurologic Disease and Stroke, Rockefeller University, New York USA), (Yang et al. 
1997; Yang et al. 1999; Zuo et al. 1999; Yu et al. 1999; Mullins et al. 2000). 
5.1.1 BAC transgene Mäuse zur Expression des P2X3-His-Strep-
EGFP Fusionsproteins
Die Mäuse, die das P2X3-His-Strep-EGFP-Fusionsprotein exprimieren sollten, 
hätten Aufschluss über die Proteinexpression des P2X3-Rezeptors gegeben, wenn 
die Expression des Fusionsproteins nachweisbar gewesen wäre. Bei einer 
erfolgreichen Expression hätte man nicht nur erkennen können, in welchen Zellen die 
Transkription des P2X3-Rezeptor Gens aktiviert wird, man hätte auch erkennen 
können, dass das Protein gebildet wird, da die mRNA des Fusionsprotein ähnlichen 
regulatorischen Prozessen wie die endogene P2X3-Rezeptor mRNA unterliegen 
würde. Dies könnte aber gleichzeitig ein Grund dafür sein, dass Mäuse, die das 
Fusionsprotein in ihrer genomischen DNA integriert haben, keine nachweisbare 
Expression des Fusionsproteins zeigen. Etwa ein Drittel aller neu gebildeter, 
endogener Proteine werden von den Qualitätskontrollmechanismen der Zellen als 
falsch erkannt und umgehend wieder abgebaut (Alberts et al. 2004). Das 
Fusionsprotein wäre vermutlich auch den gleichen zellulären Prozessen wie der 
endogene P2X3-Rezeptor unterlegen, im Gegensatz zum EGFP, welches kein 
endogenes Protein in den Zellen einer Maus ist. Falls das endogene P2X3-Protein 
eine kurze Halbwertzeit hat, würde auch das Fusionsprotein schnell wieder abgebaut 
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werden(Vacca et al. 2009). Des Weiteren unterliegen mRNAs, mit Introns und Exons 
in Zellen anderen Kontrollmechanismen als mRNAs, die von cDNAs in 
Zellkulturlinien transkribiert werden. Viele mRNAs tragen in der 3’UTR Sequenzen, 
die ähnlich der Transkriptionsregulationsregionen der Gene sind. Durch das EGFP-
tag in den Mäusen könnte es sein, dass die Zellen diese Sequenzen nicht mehr 
korrekt erkennen. Außerdem könnte das Spleißen der P2X3-mRNA durch das tag 
womöglich nicht mehr korrekt verlaufen, was zum nonsense vermittelten Abbau der 
mRNA des Fusionsproteins führen würde. Das EGFP als Proteintag ist dazu ein 
relativ großes Protein. Zwar wurde in vorangegangenen Experimenten durch 
Transfektion des Fusionsproteins in Zellkulturzellen sowie der heterologen 
Expression des Proteins in X.laevis Oozyten eine erfolgreiche Expression sowie 
Funktionalität des Proteins gezeigt, aber große Proteintags haben oft einen Einfluss 
auf die Proteinmodifikationen in der Zelle.  Zudem wurden in diesen Experimenten 
cDNAs und cRNAs verwendet, die wie bereits erwähnt anderen 
posttranskriptionellen Kontrollmechanismen unterliegen als mRNAs. Außerdem 
könnten in der Promotoregion bei der Integration der BAC DNA in die genomische 
DNA der Maus Deletionen oder „Rearrangements“ (Deal et al. 2006; Kaufman et al. 
1999) stattgefunden haben, welche dazu führen, dass das Fusionsprotein nicht 
exprimiert wird. Bei ihrer Studie konnten Deal und Mitarbeiter feststellen, dass es in 
der Promotorregion des von ihnen untersuchten Proteins auf dem BAC in 3 der 4 von 
ihnen generierten BAC-transgenen Linien zu Deletionen gekommen ist (Deal et al. 
2006). 
Eine ähnliche Studie wurde erfolgreich mit einem Fusionsprotein des GABAB1-
Rezeptors und EGFP durchgeführt (Casanova et al. 2009). In dieser Arbeit konnte 
gezeigt werden, dass die Expression des GABAB1-Rezeptor-EGFP-Fusionsproteins 
in der transgenen Maus der Expression des GABAB1-Rezeptors entspricht. Des 
Weiteren konnte durch Kreuzung der BAC transgenen GABAB1-EGFP-Maus mit der 
GABAB1-Knockoutmaus, die in der Knockoutmaus nicht vorhandenen GABA-
Funktionen an der Präsynaptischen und Postsynaptischen Membran 
wiederhergestellt werden. Dies zeigt, dass das Fusionsprotein in diesem Fall sogar 
fähig war die GABAB1-Funktionen zu übernehmen (Casanova et al. 2009).
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5.1.2 BAC transgene P2X3-EGFP-Reportermäuse
Die Generierung der BAC transgenen Mäuse zur Expression des EGFPs als 
löslichen Reporter war erfolgreich. Das EGFP wurde hinter den Promotor des P2X3-
Gens und vor den Translationsstart der P2X3-mRNA inseriert, so dass ein 
Reporterkonstrukt für die Genexpression des P2X3-Gens erzeugt wurde. Die 
verwendete Technik der RedE/T-Rekombination erwies sich als einfaches und 
erfolgreiches Werkzeug in der BAC Modifikation. In der hier vorliegenden Arbeit 
wurde so durch die Analyse der Fluoreszenz eines löslichen EGFPs als 
Reporterprotein die Expression der P2X3-Rezeptoruntereinheit in verschiedenen 
Geweben nachgewiesen. Durch die Expression des Fluoreszenzproteins unter der 
Kontrolle des Promotors des P2X3-Gens wird die Identifikation P2X3-Rezeptor 
exprimierender Zellen vereinfacht.
Expression des EGFPs in DRG-Neuronen In primär kultivierten dissoziierten 
DRG-Neuronen der P2X3-EGFP-Reportermäuse konnte die Expression des EGFPs 
und damit die Expression der P2X3-Untereinheit auf Neuronen gezeigt werden, die 
das Isolectin B4 binden. Dieses Ergebnis stimmt mit den bisher gemachten Studien 
zur Untersuchung der P2X3-Rezeptor Expression überein (Chen et al. 1995; 
Vulchanova et al. 1998). Im Gegensatz zu den bisherigen Studien konnte so die 
Expression des P2X3-Rezeptors ohne Immunhistochemie in Zellen gezeigt werden, 
so dass eine funktionelle Untersuchung gezielt an P2X3-Rezeptor exprimierenden,
lebenden Zellen gemacht werden kann. 
Die Untersuchung der P2X3-Genexpression in den DRGs erfolgte in primären 
Kulturen lebender Neurone durch die endogene Fluoreszenz des Reporterproteins. 
In den Kulturen konnte man dabei beobachten, dass die Expression des EGFPs
während längerer Kulturzeiträume zunahm. Dies ist vermutlich aufgrund des im 
Kulturmedium enthaltenen NGFs. Ramer und Mitarbeiter zeigten in ihrer Studie aus 
2001 bereits, dass NGF zu einer Erhöhung der P2X3-Expression in sensorischen 
Ganglien führt (Ramer et al. 2001). Ein weiterer Grund, für die erhöhte Expression, 
könnte ein positiver Feedbackloop, ausgelöst durch die Aktivierung des P2X3-
Rezeptors sein: Bei der Präparierung dissoziierter Neurone kommt es immer auch 
zur Beschädigung von Zellen. Dies führt zur Freisetzung von intrazellulärem ATP, 
welches dann P2X3-Rezeptoren aktiviert. Durch diese Aktivierung könnte es zu einer 
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Erhöhung der Expression des P2X3-Rezeptors kommen. Dies könnte dann dem 
Mechanismus der Erhöhung der P2X3-Funktion bei neuropatischem Schmerz 
entsprechen. Auch dort kommt es durch die Verletzung von Neuronen zur 
Freisetzung von ATP, welches dann P2X3-Rezeptoren aktivieren und zu einer 
Erhöhung der P2X3-Expression in sensorischen Neuronen führen kann (Novakovic 
et al. 1999). Allerdings wurde in einer anderen Studie gezeigt, dass diese 
Verstärkung der P2X3-Rezeptorfunktion nach Nervenverletzung durch eine erhöhte 
Oberflächenexpression und nicht durch eine erhöhte Gesamtexpression zu erklären 
ist (Chen et al. 2005).
In den Kulturen der primär isolierten DRG-Neuronen von P2X3-EGFP-
Reportermäusen konnte gezeigt werden, dass die EGFP exprimierenden Zellen auch 
das Isolectin B4 binden. Dies wurde bereits in zahlreichen Studien als 
Charakteristikum P2X3-Rezeptor exprimierender Zellen bei DRG-Neuronen 
nachgewiesen (Bradbury et al. 1998; Burgard et al. 1999; Burnstock et al. 2000).
Die Expression des EGFPs wurde auch durch Immunofluoreszenzuntersuchungen 
an Kryoschnitten der Hinterwurzelganglien durch Färbung mit GFP-Antikörper
untersucht. In Kryoschnitten von Hinterwurzelganglien der P2X3-EGFP-
Reportermäuse konnte so durch Färbung mit Antikörpern gegen GFP und P2X3 eine 
Koexpression von EGFP und P2X3 gezeigt werden. Dies zeigt, dass die EGFP-
Expression sich mit der von P2X3 deckt, was zeigt, dass die EGFP-Expression in der 
P2X3-EGFP-Reportermaus korrekt die Expression  des P2X3-Rezeptors 
widerspiegelt. Außerdem konnte ebenfalls in Immunofluoreszenzuntersuchungen 
gezeigt werden, dass die Neurone ebenfalls MAP2 exprimieren. Eine Expression von 
MAP2 in DRG-Neuronen wurde bereits häufig beschrieben (Cao et al. 2011; 
Papasozomenos et al. 1985). MAP2 ist ein Cytoskelettprotein, welches 
ausschließlich in Neuronen exprimiert wird (Hernández et al. 1989).  
Expression von EGFP im Rückenmark Bei der Untersuchung der EGFP-
Expression im Rückenmark konnte in Kryoschnitten mittels Epifluoreszenz und 
konfokaler Laser Scanning Mikroskopie keine native EGFP-Fluoreszenz im 
Rückenmark nachgewiesen werden.
Deshalb wurden Kryoschnitte des Rückenmarks mittels 
Immunofluoreszenztechniken auf die Expression von EGFP untersucht. Durch 
Färbung mit dem GFP-Antikörper konnten EGFP exprimierende Zellen
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nachgewiesen werden. Die Färbung zeigt sich, wie erwartet, in den Zellkörpern und 
wir konnten so EGFP exprimierende Zellen im dorsalen Horn des Rückenmarks der
P2X3-EGFP-Reportermäuse nachweisen. Bisher wurde P2X3-Expression nur in 
Nervenendigungen, Axonen und Dendriten nachgewiesen, die in Lamina I und II des
dorsalen Horns projizieren (Llewellyn-Smith et al. 1998; Vulchanova et al. 1998; 
Novakovic et al. 1999; Saeed et al. 2012; Aoyama et al. 2011; Studeny et al. 2005). 
Die Zellkörper zu diesen Nervenendigungen finden sich in den Hinterwurzelganglien. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten EGFP exprimierende Zellen im dorsalen 
Horn in Lamina III und IV nachgewiesen werden. Da die P2X3-EGFP-Reportermaus 
EGFP als löslichen Reporter exprimiert, kann man so auch das Soma P2X3-
exprimierender Zellen im Rückenmark darstellen. Die Zellen waren im dorsalen Horn 
lokalisiert, was zeigt, dass P2X3-Rezeptoren auf Zellen exprimiert wird, die 
sensorische Signale verarbeiten, da motorische Reize im ventralen Horn des 
Rückenmarks verarbeitet werden. Leider konnte im Rahmen dieser Arbeit keine 
Färbung von neuronalen Fortsätzen, also Axonen und Dendriten, im Rückenmark 
gezeigt werden. Vermutlich ist das Expressionslevel zu niedrig, um die EGFP-
Fluoreszenz in den Axonen und Dendriten von der umgebenden Autofluoreszenz des 
Gewebes zu differenzieren. 
Durch die Untersuchung von Kryoschnitten mit Immunofluoreszenz konnte gezeigt 
werden, dass einige der EGFP exprimierenden Zellen den Neuronenmarker MAP2 
koexprimieren. Dagegen konnte keinerlei Koexpression des glialen Proteins GFAP 
mit EGFP nachgewiesen werden. GFAP wird im zentralen Nervensystem, dabei 
hauptsächlich auf Astrozyten und Ependymzellen exprimiert. Die Expression in 
anderen glialen Zellen wie Oligodendrozyten und Plexusepithelzellen müsste noch 
untersucht werden. Eine weitere Charakterisierung der P2X3-Rezeptor 
exprimierenden Zellen mit Hinblick auf den Einfluss verschiedener Neurotransmitter 
auf die Expression und Funktion von P2X3 wäre interessant. P2X3-Rezeptoren 
werden in der Regel auf non-peptidergen Neuronen exprimiert. Peptiderge Neuronen 
reagieren auf Neuropeptide wie Enkephalin oder Somatostatin und exprimieren die 
entsprechenden Rezeptoren.  Non-Peptiderge Neurone exprimieren also keine 
Rezeptoren für Neuropeptide. Durch Untersuchung der Koexpression von 
Neuropeptidrezeptoren mit EGFP in den Reportermäusen könnte man zeigen, ob 
diese Beobachtung vorangegangener Studien an DRG-Neuronen auch für die 
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Expression im dorsalen Horn des Rückenmarks richtig ist (Vulchanova et al. 1998; 
Bradbury et al. 1998). In den Neuronen des dorsalen Horns sind P2X3-Rezeptoren 
kolokalisiert mit dem Rezeptor für Prostaglandin F2α (Kunori et al. 2009). Die Autoren 
dieser Arbeit zeigten eine funktionale Verbindung zwischen Prostaglandin F2α  und 
P2X3-Rezeptoren. Mit Hilfe der P2X3-EGFP-Reportermaus könnte man 
untersuchen, ob Prostaglandin auch einen Einfluss auf die Expression von P2X3-
Rezeptoren im dorsalen Horn des Rückenmarks hat. Analog könnte der Einfluss 
inflammatorischer Regulatoren untersucht werden. P2X3-Rezeptoren spielen eine 
Rolle bei der Übermittlung chronisch inflammatorischer Schmerzen (Souslova et al. 
2000; Cockayne et al. 2005; Barclay et al. 2002). Mit Hilfe der P2X3-EGFP-
Reportermaus kann man untersuchen, ob es zu einer erhöhten Expression von 
P2X3-Rezeptoren im dorsalen Horn des Rückenmarks kommt und welche bei einer 
Entzündung freigesetzten Mediatoren dafür verantwortlich sind. 
Expression von EGFP im Gehirn Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine 
Expression des EGFPs in Zellen des trigeminalen tractus caudalis des Stammhirns 
nachgewiesen werden. Kim und Mitarbeiter konnten mittels 
Immunofluoreszenzuntersuchungen bereits eine Expression in diesem Hirnareal 
nachweisen (Kim et al. 2008). Dieses Hirnareal empfängt Schmerzsignale aus dem 
Mund- und Gesichtsraum. Dies passt gut zu den bisher gemachten Beobachtungen, 
dass P2X3-Rezeptoren in Regionen des ZNS exprimiert werden, die mit der 
Verarbeitung und Weiterleitung von Schmerzen assoziiert sind. 
Zur Expression von P2X3-Rezeptoren im Nucleus tractus solitarii existieren in der 
Literatur widersprüchliche Angaben. Während eine Arbeit  durch Immunhistochemie 
zeigt, dass in dieser Region P2X3-Rezeptor exprimierende Nerventerminalen 
Synapsen mit Axonen und Dendriten bilden (Llewellyn-Smith et al. 1998), zeigt eine 
andere Arbeit, dass der P2X3-Rezeptor auch immunhistochemisch nicht in dieser 
Region nachgewiesen werden konnte (Collo et al. 1996). Im Nuclues tractus solitarii 
konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit keine P2X3-Expression gezeigt werden. 
Der Nucleus tractus solitarii empfängt beispielsweise Geschmackssignale, Signale 
vom Glomus caroticum und Glomus aorticum sowie Signale von mechanischen und 
chemischen Rezeptoren verschiedener innerer Organe. Dies ist eine andere Art von 
Signalen als die sonst beschriebenen nociceptiven Signale. In anderen Regionen 
des Gehirns wurde bisher keinen EGFP-Expression nachgewiesen.
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Expression von P2X3-Untereinheiten außerhalb des zentralen 
Nervensystems Außerhalb des zentralen Nervensystems konnte in der 
vorliegenden Arbeit bisher nur eine EGFP-Expression im Hoden der P2X3-EGFP-
Reportermaus nachgewiesen werden. In allen anderen Geweben der P2X3-EGFP-
Reportermaus konnte keine EGFP-Expression gezeigt werden. In anderen Geweben 
wurde die Expression des P2X3-Rezeptors in der Literatur bisher auch hauptsächlich 
auf sensiblen Nervenendigungen gezeigt, die verschiedene Organe und Gewebe 
innervieren, wie die Neurone in der Pulpa von Zähnen (Cook et al. 1997), in 
Geschmacksknospen der Zunge (Bo et al. 1999) sowie im suburothelialen Plexus 
(Studeny et al. 2005) und in myenterischen und somucosalen Plexus des Darms 
(Yiangou et al. 2001).
 Zumindestens die Geschmacksknospen der Zunge und die Neuronen in der 
Pulpa werden dabei nur von Nervenfasern innerviert, die zu Neuronen gehören, die 
in verschiedenen Ganglien liegen. Die Geschmacksknospen werden von 
Nervenfasern innerviert, die im Ganglion pterygopalatinum auf Nervenfasern 
umgeschaltet werden, die zu den Erfolgsorganen führen. Die Expression des 
löslichen Reporterproteins könnte in diesem Fall so schwach sein, dass man sie in 
den Nervenendigungen nicht nachweisen kann. Allerdings müsste man dann in den 
entsprechenden Ganglien vermutlich eine Expression nachweisen können. Die 
Nervenfasern der Pulpa von Zähnen stammen von Nervenzellen aus dem 
Trigeminusganglion. Die Expression im Trigeminus und im Ganglion 
pterygopalatinum müsste daher noch untersucht werden.  
Auch in den Suburethealen Nervenplexen konnte keine EGFP-Expression 
nachgewiesen werden. Auch hier könnte die Expression des löslichen Reporters in 
einzelnen Nervenfasern zu schwach sein und man könnte auch hier die Expression 
in den dazugehörigen Zellkörpern untersuchen. Die Innervation erfolgt über den 
Sympathikus und die dazugehörigen Zellen würden daher im Seitenhorn des 
Rückenmarks liegen. Dort konnte aber keine Expression von P2X3 nachgewiesen 
werden.
Diskussion
113
EGFP-Expression im Hoden Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch native 
EGFP-Fluoreszenz eine EGFP-Expression im Hoden und im Nebenhoden gezeigt 
werden. Dabei beschränkte die Expression von EGFP und damit P2X3 auf die 
postmeiotischen Stadien der Spermien im Hoden und Nebenhoden. Glass und 
Mitarbeiter zeigten 2001 mit Hilfe von Immunhistochemie eine P2X3-Expression in 
allen Stadien der Spermatogenese (Glass et al. 2001). Die Diskrepanz dieser beiden 
Ergebnisse könnte verschiedene Gründe haben, beispielsweise könnte die 
Expression von P2X3 in den mitotischen und meiotischen Stadien geringer sein, und 
sich deshalb keine EGFP-Fluoreszenz nachweisen lassen. Welche Rolle die P2X3-
Expression im Hoden spielt ist bisher nicht untersucht. Während bei P2X1-
Knockoutmäuse bei männlichen Tieren eine Infertilität von 90 %  auftritt (Mulryan et 
al. 2000), zeigen P2X3-Knockoutmäuse kein auffälliges Fortpflanzungsverhalten 
soweit bekannt. P2X1-Rezeptoren werden in der Vas deferens exprimiert und 
vermitteln dort die sympathische Muskelkontraktion. Die Infertilität dieser Mäuse 
resultiert also von einer geringerer Menge Spermien im Ejakulat. Navarro und 
Mitarbeiter konnten eine Expression von P2X2-Rezeptoren in Spermien zeigen 
(Navarro et al. 2011). Die P2X2-Knockoutmäuse zeigten allerdings auch keine 
veränderte Fertilität (Navarro et al. 2011). Möglich wäre es, wenn sowohl P2X2- als 
auch P2X3-Rezeptoren in Spermatozoen exprimiert werden, dass das Heteromer 
aus beiden Rezeptoren in den Spermien eine Funktion hat. Allerdings haben auch 
P2X2/3-Doppelknockoutmäuse keine Probleme mit ihrer Fertilität (Cockayne et al.
2005).
Die Rolle des purinergen Signalling in Spermien könnte eine ähnliche sein wie die 
anderer Ligandengesteuerter Ionenkanäle. In Seeigelspermien wurden 
Ligandengesteuerte Ionenkanäle entdeckt, die für die Steuerung der Chemotaxis der 
Spermien verantwortlich sind (Bönigk et al. 2009). Durch Bindung von cGMP 
intrazellulär kommt es zur Öffnung dieser Kanäle, was zu einer Erhöhung des 
intrazellulären Calciumspiegels führt. Ein ähnlicher Prozess wurde bei der Wirkung 
des weiblichen Sexualhormons Progesteron auf die Spermien-Chemotaxis 
nachgewiesen (Strünker et al. 2011). Dabei bindet Progesteron extrazellulär direkt 
oder indirekt an die so genannten CatSper-Kanäle, deren daraus resultierende 
Öffnung dann zu einem Calcium-Einstrom führen. Für die P2X3-Rezeptoren und ATP 
wäre ein ähnlicher Prozess denkbar. 
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5.1.3 Vor- und Nachteile des verwendeten Reportersystems 
Untersuchung der P2X3-Funktion in lebenden Zellen
Durch die Expression von EGFP als Reportergen unter der Kontrolle des 
Promotors von P2X3 konnte in lebenden Zellen innerhalb einer Kultur primär 
dissoziierter DRG-Neurone die Expression von P2X3-Rezeptoren nachgewiesen 
werden. Dadurch ist es möglich bereits vor elektrophysiologischen Experimenten 
Zellen zu erkennen, die den P2X3-Rezeptor exprimieren. Da das EGFP als löslicher 
Reporter innerhalb der Zellen vorliegt, kann das EGFP frei in der Zelle diffundieren, 
auch in neuronale Fortsätze und so anzeigen, wie sich P2X3-Rezeptor 
exprimierende Zellen verzweigen und mit welcher Art von Zellen sie möglicher Weise 
über Synapsen und Dendriten interagieren. Außerdem erhält man so Aufschluss 
über die Morphologie EGFP exprimierender Zellen und kann so Zelltypen einfacher 
identifizieren. Das EGFP wird auch vermutlich nicht abgebaut und akkumuliert so in 
Zellen, die den P2X3-Rezeptor exprimieren, während der native P2X3-Rezeptor 
selber internalisiert und nach Agonist-Stimulation relativ schnell wieder abgebaut 
wird (Vacca et al. 2009). Durch das Reportersystem werden spezifisch Zellen 
markiert, die den P2X3-Rezeptor exprimieren und man könnte durch entsprechende 
Cell-sorting Experimente aus einer Kultur so nur Zellen isolieren die P2X3 
exprimieren und diese Population genauer untersuchen. Analoge Experimente 
wurden bereits bei EGFP-exprimierenden Purkinje-Zellen einer BAC transgenen 
Maus durchgeführt (Tomomura et al. 2001). 
Expressionsanalyse von P2X3
Da bei Verwendung eines Reportersystems nur die Aktivierung des Promotors 
eines Proteins durch die Expression des Reporters visualisiert wird, kann es daher 
nicht anzeigen, wo innerhalb einer Zelle das Protein zu finden ist. Es gibt aber 
Aufschluss darüber, ob das P2X3-Gen exprimiert wird und ob bestimmte Prozesse 
die Expression regulieren. Reportergene dienen nur der Überwachung der 
transkriptionellen Aktivität in Zellen (Jiang et al. 2008). Das verwendete 
Reportersystem kann so als noninvasive Möglichkeit genutzt werden, die Expression 
des P2X3-Rezeptors in lebenden Zellen und Geweben zu untersuchen. Über die 
posttranskriptionellen Prozesse an der P2X3-mRNA und die Translation des P2X3-
Rezeptorproteins gibt die Expression des EGFPs keine Aufschlüsse. Zellen, die eine 
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EGFP-Fluoreszenz anzeigen, zeigen also nur die Transkription von P2X3-Rezeptor 
mRNA an. 
Regulationsanalyse von P2X3-Rezeptorexpression
Das im Rahmen dieser Arbeit etablierte Reportersystem lässt sich als Werkzeug 
zur Untersuchung der Regulation der P2X3-Expression nutzen. So kann man mit 
Hilfe der P2X3-EGFP-Reportermäuse untersuchen, ob es in Schmerzzuständen zu 
einer erhöhten Genexpression von P2X3-Rezeptoren kommt, und falls dies der Fall 
ist, ob Analgetika, die den P2X3-Rezeptor blockieren, auch die vermehrte 
Genexpression von P2X3-Rezeptoren in Schmerzzuständen verhindern. Dadurch 
können neue Proteine identifiziert werden, die an der Regulation der Erhöhung der 
P2X3-Expression beteiligt sind. Mit der Reportermaus kann man nur Prozesse 
erkennen, die sich positiv auf die Transkription von P2X3-Rezeptoren auswirken, da 
das EGFP in der Zelle akkumuliert und nicht abgebaut wird. So könnte man den 
Einfluss proinflammatorischer Cytokine wie beispielsweise Interleukin-1β  (Noma  et 
al. 2013) oder Interleukin-6 (Dessem et al. 2010) auf die Transkription des P2X3-
Rezeptorgens untersuchen, bei deren Ausschüttung es zu erhöhter P2X3-Expression 
kommt.
Expression unter Kontrolle der endogenen regulatorischen Elemente des 
P2X3-Gens
Bei der Inserierung des EGFP in das BAC wurde darauf verzichtet, auf dem BAC 
lokalisierte Gene zu entfernen. Zum einen ist nicht genau erforscht, welche 
genomischen Elemente für die Regulation der P2X3-Expression verantwortlich sind 
und zum anderen wurde in vorangegangenen Studien bisher nicht festgestellt, dass 
andere Gene auf einem BAC einen Einfluss auf die Expression des untersuchten 
Reportergens haben (vgl. GENSAT-Project) (Gong et al. 2003; Heiman et al. 2008; 
Osheroff et al. 2009; Morales et al. 2006). 
Souslova und Mitarbeiter haben die Promotorregion des P2X3-Gens untersucht 
und konnten zeigen, dass es keine TATA-Box oder CAAT-Box als Promotorelemente 
zum Transkriptionsstart hat (Souslova et al. 1997). Des Weiteren konnten sie zeigen, 
dass zwischen den Transkriptionsstarts der P2X3-mRNA und der des structure 
specific recognition protein 1 (Ssrp1) nur 1,8 kb liegen. Während die P2X3-mRNA 
vom komplementären DNA-Strang kodiert wird, wird die von Ssrp1 vom direkten 
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DNA-Strang kodiert. Dies könnte darauf hinweisen, dass diese beiden Proteine viele 
Transkriptionsaktivatoren teilen. Allerdings ist Ssrp1 ein Protein, welches in vielen
Zellen verschiedener Geweben exprimiert wird, während P2X3-Rezeptoren in einer 
relativ geringen Zellpopulation exprimiert werden. Also gibt es vermutlich entweder 
spezielle Promotorelemente innerhalb der Promotorregion dieser beiden Gene, die 
für eine zellspezifische Expression des P2X3-Gens verantwortlich sind oder es 
existieren Motive in den Introns der beiden Gene, die die verschiedene Expression 
dieser beiden Gene regulieren (Souslova et al. 1997). Da in dieser Arbeit eine 
Expression des EGFP-Reporterproteins gezeigt werden konnte, die nicht der von 
Ssrp1 entspricht, sind vermutlich verschiedene Promotorelemente verantwortlich für 
die verschiedene Expression, denn auf die Reportergenexpression haben Introns der 
P2X3-mRNA, vermutlich keinen Einfluss. Die unklare Zusammensetzung des P2X3-
Promotors zeigt, dass die Verwendung eines BACs zur Generierung der transgenen 
Reportermäuse notwendig war.
Um die Expressionsstärke des P2X3-Promotors zu untersuchen, müsste man 
noch die Kopienzahl ermitteln mit der das BAC in die DNA der Maus integriert hat. 
Dies kann man über Southern Blot Analyse erreichen, sowie über quantitative RT-
PCR, wie in anderen Arbeiten bereits beschrieben (Chandler et al. 2007; Armstrong 
2010). Umso mehr Kopien in die DNA integriert haben, umso höher ist auch die 
Expression des integrierten Transgens (Chandler et al. 2007). In der hier 
untersuchten P2X3-EGFP-Reportermaus zeigte sich eine doch sehr geringe 
Expression des EGFPs. Da die Autofluoreszenz in den untersuchten Geweben 
teilweise sehr hoch war, war es oft schwer eine native EGFP-Expression in Geweben 
zu identifizieren. Durch Untersuchung der Founderlinie mit der höchsten integrierten 
Kopienzahl könnte man so erfolgreicher EGFP-Expression nachweisen. 
Abschließend kann man sagen, dass im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich eine 
P2X3-EGFP-Reportermaus generiert wurde, die EGFP unter der Kontrolle der 
regulatorischen Elemente des P2X3-Gens exprimiert, und so die Genexpression des 
P2X3-Rezeptors visualisiert. Wir konnten zeigen, dass in den Hinterwurzelganglien 
sowie im Rückenmark eine Expression des Reporterproteins stattfindet und dies 
deckt sich mit den bisher gemachten Studien zur P2X3-Rezeptorexpression. 
Weiterhin konnte im Hoden und im Nebenhoden eine P2X3-Expression gezeigt 
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werden, deren Funktion noch weitere Studien zeigen müssen. Diese Mäuse sind ein 
nützliches Werkzeug  für die Darstellung von P2X3-exprimierenden Zellen in vivo 
und können so für elektrophysiologische Studien genutzt werden, in denen man 
direkt erkennt, welche Zellen in einer Präparation P2X3-Rezeptoren exprimieren.
5.2 Quervernetzung benachbarter rP2X2 Untereinheiten nach 
Cystein-Mutation belegt die räumliche Nähe von D82, E84, 
E85 und R290
In biochemischen Untersuchungen konnte, neben der Plasmamembranexpression 
aller untersuchten rP2X2-Mutanten, gezeigt werden, dass die Aminosäuren E84, E85 
und D82 auf benachbarten Untereinheiten von R290 lokalisiert sind. Bei diesen 
Paaren kommt es durch Bildung von Disulfidbrücken unter nicht reduzierenden 
Bedingungen zu einem Crosslinking, das zu einer Bildung von SDS-resistenten 
Dimeren und Trimeren führt (vgl. Abb. 35). Im Gegensatz hierzu  zeigt die fehlende 
Quervernetzung von E167C-K308C an, dass diese beiden Aminosäuren auf 
derselben Proteinuntereinheit liegen oder beide Reste keine räumliche Nähe 
aufweisen. 
.
R290 D82
R290
R290
E84
E85
Abbildung 34: Schematische Darstellung der Lokalisation der untersuchten 
Aminosäurepaare im P2X2-Rezeptor. 
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Darstellung der Lokalisation der untersuchten Aminosäuren im rP2X2-Rezeptor. In orange sind die 
Rezeptoruntereinheiten dargestellt, in rot die Aminosäuren. 
5.3 Die heteromere Assemblierung von hP2X2 und hP2X6 
Untereinheiten
Durch biochemische Untersuchungen mittels BN-PAGE und 
Koisolationsexperimente konnte die Assemblierung koexprimierter humaner P2X2 
und P2X6-Untereinheiten zu heterotrimeren P2X2/6-Rezeptoren gezeigt werden.
Während die hP2X6-Untereinheiten als Teil des heteromeren hP2X2/6-Rezeptors an 
der Oberfläche von Oozyten exprimiert werden, werden homomere P2X6-
Rezeptoren werden in der Regel nicht an der Zellmembran exprimiert (Aschrafi et al. 
2004). Nur sehr wenige Studien waren fähig eine Oberflächenexpression homomerer 
P2X6-Rezeptoren nachzuweisen (Collo et al. 1996). Der Grund für die fehlende 
Oberflächenexpression homomerer P2X6-Rezeptoren kann daran liegen, dass das 
Protein die Qualitätskontrolle im Endoplasmatischem Retikulum nicht bestehen 
(Barrera et al. 2005; Ormond et al. 2006). Ein anderer Grund könnte sein, dass das 
Protein nicht ausreichend glykosiliert wird und deshalb keine Funktion hat (Jones et 
al. 2004). Auch in der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass keine 
Oberflächenexpression homomerer P2X6-Rezeptoren in Xenopus laevis Oozyten 
detektierbar war.
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6 Zusammenfassung
Um die Expression des für die Entstehung von chronisch neuropathischen und 
entzündlichen Schmerzen wichtigen P2X3-Rezeptors zu untersuchen, war das Ziel 
der vorliegenden Arbeit die Generierung einer BAC transgenen P2X3-EGFP-
Reportermaus und die anschließende Charakterisierung der P2X3-Expression durch 
die Analyse der EGFP-Fluoreszenz. Es konnte eine EGFP-Expression in primär 
kultivierten DRG-Neuronen nachgewiesen werden und damit die bereits in der 
Literatur beschriebene Expression des P2X3-Rezeptors nachgewiesen werden. Die 
EGFP-Fluoreszenz fand sich Neuronen die das Lektin B4 binden. In 
Immunfluoreszenzuntersuchungen konnte weitergehend gezeigt werden, dass das 
EGFP mit P2X3 in Neuronen koexprimiert wird. Im zentralen Nervensystem konnte 
weitergehend die EGFP-Expression in Neuronen des dorsalen Horns des 
Rückenmarks und im trigeminalen nucleus caudalis im Stammhirn gezeigt werden.
Außerhalb des zentralen Nervensystems konnte die Expression des EGFP bisher 
nur im Hoden und im Nebenhoden gezeigt werden. Durch die Generierung der 
P2X3-EGFP-Reportermaus ist so ein nützliches Werkzeug für die weitere 
Expressionsanalyse geschaffen worden, sowie für die gezielte elektrophysiologische 
Untersuchung von P2X3 exprimierenden Zellen. Des Weiteren kann man mit Hilfe 
dieser Maus, Einflüsse die die Expression von P2X3 verändern untersuchen, wie 
zum Beispiel die Entstehung von Schmerzen.Im Rahmen eines anderen Projektes 
wurde der Einfluss der Modifikation von Aminosäuren im Bereich der ATP-
Bindestelle des P2X2-Rezeptors der Ratte untersucht. Biochemische 
Untersuchungen konnten im Rahmen dieser Arbeit zeigen, dass die untersuchten 
mutierten rP2X2-Mutanten korrekt an der Oberfläche exprimiert wurden und zu 
Trimeren assemblieren. Durch die Untersuchung weiterer Aminosäurepaare in 
Crosslinking-Experimenten wurde gezeigt, dass die Aminosäuren D82, E84 und E85 
auf unterschiedlichen Untereinheiten des rP2X2-Rezeptors lokalisiert sind wie R290 
und doch in direkter räumlicher Nähe dieser Aminosäure.Durch biochemische 
Untersuchungen, wie beispielsweise Koisolationsexperimente von humanen P2X2 
hP2X6-Untereinheiten konnte gezeigt werden, dass die untersuchten Rezeptoren 
physisch miteinander interagieren und heteromere hP2X2/6 Rezeptoren bilden.
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8 Anhang
8.1 Klonierte DNA-Konstrukte
Bezeichnung Modifikation Methode
His-E167R-rP2X2A pNKS E167R Quik-Change-
Mutagenese
His-R290E-rP2X2A pNKS R290E Quik-Change-
Mutagenese
His-R290K-rP2X2A  pNKS R290K Quik-Change-
Mutagenese
His-R290D-rP2X2A  pNKS R290D Quik-Change-
Mutagenese
His-E167R, R290E -rP2X2A pNKS R290E Quik-Change-
Mutagenese
His-E167K, R290D -rP2X2A pNKS E167K Quik-Change-
Mutagenese
His-E167R, R290D -rP2X2A pNKS R290D Quik-Change-
Mutagenese
His-E167D, R290K -rP2X2A pNKS E167D Quik-Change-
Mutagenese
His-E167K, R290E -rP2X2A pNKS R290E Quik-Change-
Mutagenese
His-C9,348,430S-E167C-rP2X2A E167C Quik-Change-
Mutagenese
His-C9,348,430S-R290C-rP2X2A R290C Quik-Change-
Mutagenese
His-C9,348,430S-E84C-rP2X2A E84C Quik-Change-
Mutagenese
His-C9,348,430S-E85C-rP2X2A E85C Quik-Change-
Mutagenese
His-C9,348,430S-E84C, R290C-rP2X2A E84C Quik-Change-
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Mutagenese
His-C9,348,430S-E85C, R290C-rP2X2A E85C Quik-Change-
Mutagenese
His-C9,348,430S-K308C-rP2X2A K308C Quik-Change-
Mutagenese
His-C9,348,430S-E167C, K308C -rP2X2A K308C Quik-Change-
Mutagenese
His-C9,348,430S-D82C-rP2X2A D82C Quik-Change-
Mutagenese
His-C9,348,430S-D82C,R290C-rP2X2A D82C Quik-Change-
Mutagenese
RP23-240B8 EGFP-FRT-Kan/Neo-FRT EGFP-FRT-Kan/Neo-FRT Red E/T-Klonierung
RP23-240B8 EGFP-FRT FRT-Kan/Neo Flp-Rekombination
RP23-240B8 rpsL-Neo rpsL-Neo Red E/T Rekombination
RP23-240B8 P2X3-HisStrep HisStrep Red E/T Rekombination
RP23-333M22 TagRFPmyc-FRT-Kan/Neo-
FRT
TagRFPmyc-FRT-Kan/Neo-
FRT
Red E/T-Klonierung
RP23-333M22 TagRFPmyc-FRT FRT-Kan/Neo Flp-Rekombination
pTagRFP-N-Myc FRT-PGK-gb2-neo-FRT myc Quik-Change-
Mutagenese
pEGFP-N1 –XhoI614 XhoI614 Quik-Change-
Mutagenese
pEGFP-N1–XhoI614 -NotI1402 NotI1402 Quik-Change-
Mutagenese
pEGFP-N1–XhoI614-NotI1402 +NotI/XhoI1652-
1671
NotI/XhoI1652-1671 Quik-Change-
Mutagenese
pEGFP-N1 FRT-PGK-gb2-neo-FRT FRT-PGK-gb2-neo-FRT Ligation
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8.2 Abkürzungsverzeichnis
5HT3R Serotoninrezeptor Typ 3
αβ-me-ATP α,β-Methylenadenosin-5'-triphosphat
ADP Adenosin-5’-diphosphat
AMP Adenosin-5’-monophosphat
AMPA α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsäure
APS Ammoniumperoxodisulfat
ATP Adenosin-5’-triphosphat
BAC Bacterial artificial chromosome
BN-PAGE Blaue native PAGE
bp Basenpaare
BSA Bovines Serum Albumin
Bz-ATP 2'(3')-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5'-triphosphat
C Cystein
CGRP Calcitonin gene-related peptide
cRNA komplementäre Ribonukleinsäure
C-Terminus Carboxyterminale Proteindomäne
D Asparaginsäure
DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindol
DDM Dodecylmaltosid
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DNA Desoxyribonucleicacid (Desoxyribonukleinsäure)
dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate
DRG dorsal root ganglia (Hinterwurzelganglien des Rückenmarks)
DTT 1,4-Dithiothreitol
E Glutaminsäure
E. coli Escherichia coli
EC50 mittlere effektive Konzentration
ECL enhanced luminscence
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EDTA Ethylendiamintetraacetat
EGFP enhanced green fluorescent protein
F Phenylalanin oder Farad
FELASA Federation of European Laboratory Animal Science Associations
F-Plasmid Fertilitäts-Plasmid
FRT Flp-recombinase revognition site
GABA γ-Aminobuttersäure
GABAA/C-Rezeptor γ-Aminobuttersäure-Rezeptor Typ A/C
GDNF Glial derived neurotrophic factor
GFAP Glial fibrilliary acidic protein
GFP green fluorescent protein
GluR Glutamatrezeptor
GPCR G-Protein coupled receptor (G-Protein gekoppelter Rezeptor)
HBSS Hanks buffered salt solution
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsäure
HRP horse raddish peroxidase
IB4 Isolektin B4
K Lysin
kb Kilobasen
kV Kilovolt
LB lysogeny broth
LGIC Ligand gated ion channel
LSM Laserscanning Mikroskop
M molar
MAP2 microtubule associated protein 2
mP2X3 P2X3-Rezeptor der Maus
mRNA messenger RNA
MTS Methanthiosulfonaten
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N Asparagin
NF110 4,4',4'',4'''-[Carbonylbis[imino-5,1,3-
benzenetriylbis(carbonylimino)]]tetrakisbenzenesulfonic acid 
tetrasodium salt
NF770 7,7′-(carbonylbis(imino-3,1-phenylenecarbonylimino-3,1-(4-
methyl-phenylene)carbonylimino))bis(1-methoxy-naphthalene-
3,6-disulfonic acid) tetrasodium salt
NGF Nerve growth factor
NMDA-Rezeptoren N-Methyl-D-aspartat-Rezeptoren
N-Terminus Aminoterminale Proteindomäne
ORi Oozyten-Ringerlösung
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS phosphate buffered saline
PC12 Phaechromozytom cells 12
PCR Polymerase-Kettenreaktion
PFA Paraformaldehyd
PKC Proteinkinase C
PPADS Pyridoxalphosphat-6-azophenyl-2',4'-disulfonische Säure
PSB-1011 1-amino-4-[3-(4,6-dichloro[1,3,5]triazine-2-ylamino)-4-
sulfophenylamino]-9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracene-2-
sulfonat, Dinatrium-Salz
R Arginin
RFP red fluorescent protein
RNA Ribonucleicacid
rP2X2 P2X2 Rezeptor der Spezies Ratte
SDS Natriumdodecylsulfat
T Threonin
TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Temed N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
TM Transmembrandomäne
TNP-ATP 2',3'-O-(2,4,6-Trinitrophenyl)adenosin-5'-triphosphat
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UTP Uridintriphosphat
VGIC Voltage gated Ion channel
WT Wildtyp
Y Tyrosin
YAC Yeast artificial chromosome
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